Metodología DBD-FISH estudio de la estructura cromatínica y del daño radioinducido by Rivero Gil, María Teresa

Metodología DBD-FISH: Estudio
 
de la estructura cromatínica y
 
del daño radioinducido
 
, 
^w^ María Teresa Rivero Gi1 
2005
 
JOSÉ LUIS FERNÁNDEZ GARCÍA, Doctor en Medicina y Cirugía, jefe 
del Laboratorio de Genética Molecular y Radiobiología del Centro Oncológico 
de Galicia, y médico de la Sección de Genética y Unidad de Investigación dcl 
Complejo Hospitalario Juan Canalejo 
INFORMA QUE: 
El presente trabajo, "Metodología DBD-FISH: Estudio de la estructura 
cromatínica y del daño radioinducido", de la Licenciada en Ciencias Biológicas 
María Teresa Rivero Gil, ha sido realizado bajo mi dirección en el Centro 
Oncológico de Galicia y el Complejo Hospitalario Juan Canalejo, 
considerándolo en condiciones para optar al Grado de Doctor en Biología, y 
autorizándolo para su presentación ante el Tribunal correspondiente. 
Y para que conste, firman este documento en La Coruña a 28 de Enero de 
2005. 
Fdo. José Luis Fernández García Fdo. Horacio Naveira Fachal 
Director de la Tesis Doctoral Tutor de la Tesis Doctoral 
A Rubén, a mi familia,.........
 
Agradecimientos: 
A José Luis Fernández, mi gratitud por brindarme la oportunidad de 
trabajar en su grupo y mi admiración por su capacidad de trabajo. 
A Horacio Naveira, gracias por el trato amable recibido y por 
facilitarme el trabajo. 
A todos mis compañeros del laboratorio, a Arantxa, por la facilidad de 
palabra, a Alejandro y Raquel, por el sentido del humor, a Belén, por los 
ideales, a Lourdes, por "guay", a Susana, por la sonrisa; y a los que por 
él han pasado (Fernando, Silvia A, Silvia R,.....), mi profundo 
agradecimiento por vuestra compañía y por todos los momentos 
vividos..... 
A1 personal de los servicios de Radioterapia (Carlos, José Maria, 
Begoña, Cristina, Loli,.....), de Informática (Diego, José Luis, Manuel), 
y del Laboratorio de Hematología del Centro Oncológico de Galicia, que 
gracias a su ayuda han hecho posible la realización de este trabajo. 
A la sección de Genética del Materno Infantil del Complejo 
Hospitalario Juan Canalejo, a Vicente Goyanes, mi gratitud y 
admiración por las enseñanzas recibidas. A Asunción, Berta, Cristina, 
Elisa, José Antonio, Rosa,....., por el trato dispensado, que hizo el 
trabajo más agradable. Gracias. 
A Asunción Díez y José Luis Butragueño, del Consejo de Seguridad 
Nuclear (CSN), mi agradecimiento por el apoyo a este trabajo. 
Y, mi eterna gratitud, a todo aquello que me ha ayudado y me ayuda a 
seguir mi camino..... 
"Nunca consideres el estudio como una obligación, sino como una 
oportunidad para penetrar en el bello y maravilloso mundo del saber". 
A. Einstein.
 
Indice
 
ÍNDICE: 
Glosario 1
 
Introducción 
Las secuencias repetitivas del ADN 7
 
Efectos de la radiación en el ADN 21
 
Mecanismos de reparación del ADN 26
 
-Reparación por excisión de nucleótidos (NER) 27
 
-Reparación por excisión de bases (BER) 29
 
-Recombinación homóloga (HR) 31
 
-Unión de extremos no homólogos (NHEJ o EJ) 31
 
Técnicas de detección y cuantificación de las roturas del ADN 36
 
Técnicas bioquímicas 36
 
-Sedimentación en gradiente de sacarosa (neutra o alcalina) 36
 
-Elución neutra o alcalina 37
 
-Desnaturalización alcalina del ADN y cromatografia de
 
hidroxiapatita 37
 
Técnicas de genética molecular 38
 
-Desnaturalización alcalina / Southern blot 38
 
-Electroforesis de campo pulsante en gel de agarosa /
 
Southern blot 39
 
Técnicas morfológicas 40
 
-Traslado de mella "In situ" 40
 
-Exonucleasa III-Random Priming 40
 
-TUNEL o marcaje enzimático en extremo de rotura 41
 
-Técnica del halo neutro 41
 
-Electroforesis en microgel ó Ensayo de cometas 41
 
-DBD-FISH (DNA Breakage Detection-FISH) 44
 
Técnicas citogenéticas 46
 
-Aberraciones cromosómicas estructurales 46
 
-La Hibridación In Situ Fluorescente (FISH) 47
 
-PCC (Cromosomas Condensados Prematuramente) 48
 
-Técnica de los micronúcleos 48
 
-Intercambio de cromátidas hermanas: SCEs 49
 
Objetivos 
1. Estudio de los lugares lábiles alcalinos constitutivos en el genoma de 
ratón mediante DBD-FISH 53 
2. Evaluación de las roturas de cadena sencilla y doble en el ADN mediante 
DBD-FISH 53 
3. Patrones de migración del ADN en electroforesis de células aisladas, 
incluidas en microgel, en dos dimensiones 54 
4. Reparación de las secuencias teloméricas intersticiales en células de 
hámster chino normales y deficientes en la reparación de roturas de 
cadena doble del ADN 54 
Material y Métodos 
Material 57 
-Reactivos y equipo técnico 57 
-Soluciones 57 
-Enzimas 58 
-Sondas de ADN 58 
Métodos 60 
I. DBD-FISH 60 
-Gelificación de los portaobjetos 
-Preparación de la muestra 
-Formación de los microgeles 
-Inducción del daño en el ADN 
-Neutralización y lisis 
-Lavado 
-Electroforesis 
-Unwinding alcalino 
-Neutralización 
-Lavados y deshidratación 
-Hibridación con sondas de ADN 
-Lavado desondas 
-Detección de las sondas 
-Tinción nucleoides y visualización al microscopio
 
-Obtención de las imágenes
 
-Análisis de las imágenes 
-Análisis estadístico 
72 
74 
2. FISH en metafases 74 
-Preparación de la muestra 
-Desnaturalización 
-Hibridación 
-Lavado 
-Detección de sondas 
-Tinción de los cromosomas y visualización al microscopio 
74 
75 
75 
75 
76 
76 
3. Mareaje de regiones de ADN desapareado 76 
Resultados y Discusión 
1. Estudio del ADN satélite principal de ratón mediante DBD-FISH 81 
Artículo: 
Rivero MT, Vázquez-Gundín F, Goyanes V, Campos A, 
Blasco M, Gosálvez J, Fernández JL. High frequency of 
constitutive alkali-labile sites in mouse major satellite DNA, 
detected by DNA breakage detection-fluorescence in situ 
hybridization. Mutation Research, 483: 43-50 (2001). 93 
2. Evaluación de las roturas de cadena sencilla y doble en el ADN 
mediante DBD-FISH 95 
Artículo: 
Fernández JL, Vázquez-Gundín F, Rivero MT, 
Genescá A, Gosálvez J, Goyanes V. DBD-FISH 
on neutral comets: simultaneous analysis of DNA single- and 
double- strand breaks in individual cells. Experimental Cell 
Research, 270: 102-109 (2001). 109 
3. Patrones de migración del ADN en electroforesis de células aisladas, 
incluidas en microgel, en dos dimensiones 111 
Artículo: 
Rivero MT, Vázquez-Gundín F, Muriel L, Goyanes V, 
Gosálvez J, Fernández JL. Patterns of DNA migration 
in two-dimensional single-cell gel electrophoresis analyzed 
by DNA breakage detection-fluorescence in situ 
hybridization. Environmental and Molecular Mutagenesis, 
42: 223-227 (2003). 121 
4. Reparación de las secuencias teloméricas intersticiales en células 
de hámster chino normales y deficientes en la reparación de roturas 
de cadena doble del ADN 123 
Artículo: 
Rivero MT, Mosquera A, Goyanes V, Slijepcevic P, 
Femández JL. Differences in repair profiles of interstitial telomeric 
sites between normal and DNA double-strand break repair deficient 
Chinese hamster cells. Experimental Cell Research, 295: 161-172 
(2004). 141 
Conclusiones 143 
Bibliografa 149 
Glosario
 
ADNcd: ADN de cadena doble 
ADNcs: ADN de cadena sencilla 
AP: sitio apurínico/apirimidínico 
BER: "Base excision repair". Reparación por excisión de bases 
BrdU: bromodeoxiuridina 
DBD-FISH: "DNA Breakage Detection-FISH". Detección de roturas de ADN mediante 
hibridación "in situ" fluorescente 
dsb: "double strand break". Rotura de cadena doble 
EJ: "end joining". Unión de extremos 
FISH: hibridación "in situ" fluorescente 
HR: "homologous recombination". Reparación por recombinación homologa 
ITRS: "interstitial telomeric repeat sequence". Secuencia repetitiva telomérica 
intersticial 
ITs: "interstitial telomeric sequence". Secuencias teloméricas intersticiales 
kb: kilobases 
LET: transferencia lineal de energía 
LINES: elementos largos nucleares dispersos 
NER: "nucleotide excision repair". Reparación por excisión de nucleótidos 
NHEJ: "non homologous end joining". Unión de extremos no homólogos 
pb: pares de bases 
PCC: condensación prematura de cromosomas 
SCE: Intercambio de cromátidas hermanas 
SCGE: electroforesis en gel en células aisladas. Ensayo de cometas 
SINES: elementos cortos nucleares dispersos 
ssb: rotura de cadena sencilla 
TCR: "Transcription-Coupled Repair". Reparación acoplada a la transcripción. 
TdT: desoxinucleótido transferasa terminal 
TUNEL: "TdT-mediated dUTP Nick End Labeling". Marcaje de mellas terminales 
mediado por TdT 
3 
Introducción
 
Introducción 
LAS SECUENCIAS REPETITIVAS DEL ADN 
A nivel molecular, en el genoma de eucariotas podemos encontrar secuencias de 
ADN con diferentes grados de repetición. Esto se ha podido detectar mediante estudios 
cinéticos de reasociación, donde se ha visto que los genomas complejos, como el de los 
humanos, poseen diferentes tipos de secuencias en relación con el número de copias. 
Estos estudios se realizan mediante fragmentación del ADN, donde los fragmentos 
obtenidos se desnaturalizan con calor, para posteriormente bajar la temperatura a unos 
20-30°C por debajo de su Tm (temperatura en la que la mitad del ADN se encuentra en 
forma de cadena sencilla), permitiendo su renaturalización. La tasa de renaturalización 
dependerá de la concentración inicial de la secuencia en concreto y del tiempo 
(Strachan, 1999). En el genoma humano se encuentran tres grandes grupos de ADN en 
cuanto a la abundancia del número de copias: 
1.­ Secuencias de ADN de copia única (una o pocas copias). Se encuentran los genes 
que codifican proteínas. 
2.­ Secuencias de ADN moderadamente repetidas (102 -104 copias). Se encuentran 
los genes que codifican para ARN ribosómico, ARN transferente y genes que 
codifican la región variable de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas. 
3.­ Secuencias de ADN altamente repetidas (> 105 copias) (Fig. 1) (Hood et al., 
1975). Dentro de este grupo se puede realizar la siguiente clasificación: 
3.1. ADN repetido en tándem. 
Secuencias de ADN repetidas en tándem, es decir, unas a continuación de las 
otras. Dentro de este grupo y atendiendo a la longitud de las unidades de repetición 
se pueden diferenciar: 
3.1.1. ADN satélite. 
En el ADN satélite humano se pueden diferenciar mediante gradiente de 
densidad cuatro tipos, denominados ADN satélite I, II, III y IV. La fracción total 
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de este ADN representa e16 % del genoma (Corneo et al., 1973) y se les conoce 
con el nombre de satélites clásicos. Experimentos de hibridaciones cruzadas de 
las cuatro fracciones de ADN satélite sugirieron la presencia de familias con 
secuencias comunes (Mitchell et al., 1979). Los satélites III y N son difíciles de 
diferenciar entre sí debido a su homología. En cada una de estas clases de ADN 
satélite se encuentran diferentes familias de secuencias de ADN repetidas en 
tándem, que pueden ser compartidas entre diferentes clases. 
El satélite clásico I es la fracción más rica en AT (72,4%) y es el satélite 
clásico menos frecuente (Jones et al., 1974, Gosden et al., 1975, y Mitchell et al., 
1979). Estudios bioquímicos han demostrado que este ADN satélite está 
formado por dos fracciones diferentes, el satélite 1(número arábigo) y la familia 
DYZ2. El satélite 1(S.1) está compuesto por dos unidades alternantes de 17 y 25 
pb repetidas en tándem (Proser et al., 1986). Se localiza en regiones 
pericentroméricas de los cromosomas 3, 4 y también en los brazos cortos de los 
cromosomas acrocéntricos (13, 14, 15, 21 y 22). 
Los satélites clásicos II y III están formados por variantes de la 
repetición básica de 5 pb (S-TTCCA-3'). Mediante mapeo de restricción se han 
encontrado subfamilias que presentan diferentes unidades de repetición de orden 
superior, que parecen superponerse con la unidad de repetición básica. Se piensa 
que estas subfamilias surgen como resultado de una amplificación subsecuente 
de una unidad que es más larga que la unidad de repetición básica y que contiene 
algunos nucléotidos divergentes (Strachan et al., 1999). Estos satélites se 
localizan principalmente en la heterocromatina yuxtacentromérica de los 
cromosomas 1, 9, 16 y en el brazo largo del cromosoma Y(Moyzis et al., 1987; 
Jeanpierre, 1994). 
Mediante el empleo de enzimas de restricción es posible detectar estas 
secuencias internas específicas repetitivas. Por ejemplo, las enzimas de 
restricción EcoRI y HaeIII no cortan el ADN satélite I. Sin embargo, el ADN 
satélite II es digerido con EcoRI dando lugar a un fragmento de 1,77 kb, y a una 
serie de fragmentos de ADN que se tiñen débilmente con bromuro de etidio en el 
rango de peso molecular mas bajo (0,34 kb; 0,68 kb) y más alto (2,2 kb; 3,4 kb). 
s 
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Los fragmentos de ADN presentes en el intervalo de peso molecular más bajo 
son múltiplos íntegros de una unidad de repetición básica de 170 pb y por lo 
tanto evidencian una organización en tándem. Este patrón de fragmentos se pone 
de manifiesto cuando se altera el lugar de restricción de la unidad básica, 
mediante una mutación puntual o cuando estas mutaciones puntuales aparecen 
agrupadas u ocurren a intervalos regulares a lo largo de la secuencia a estudiar. 
Con la enzima de restricción HaeIII el ADN satélite II permanece sin cortarse, 
junto con una fracción de ADN débil, de una longitud de 340 pb. EI ADN 
satélite III se corta frecuentemente con ambas enzimas. Pueden diferenciarse al 
menos tres subfamilias de ADN satélite III con HaeIII (Mitchell et al., 1979). La 
primera familia es resistente a la ruptura. La segunda familia forma una escalera 
de fragmentos de ADN con una unidad de repetición básica de 170 pb. La 
tercera familia está representada por un fragmento de ADN de 3,4 kb, que está 
presente sólo en el ADN de los hombres y se ha demostrado que reside 
específicamente en el cromosoma Y(Cooke, 1976; Bostock et al., 1978). Por lo 
tanto, la estructura de mayor orden de la secuencia repetitiva del Y relacionada 
con la subfamilia del satélite III, debe de ser específica de dicho cromosoma. 
Posteriores análisis de secuencia de los miembros clonados de la 
subfamilia HaeIII de 3,4 kb proporcionaron evidencias de que su hibridación 
cruzada restringida es el resultado de una organización específica del 
cromosoma Y de diferentes bloques de secuencias de satélite III repetitivos, 
secuencias específicas y no específicas del cromosoma Y, que están organizadas 
en tándem en subdominios. También se han descrito organizaciones de bloques 
de secuencias cromosoma-específicas en subfamilias del satélite III en cl 
cromosoma 1(Cooke y Hindley, 1979), en el cromosoma 7(Beauchamp et al., 
1979), en el cromosoma 9(Moyzis et al., 1987), en el cromosma 15 (Higgins et 
al., 1985) y en los cromosomas 16 y 22 (Jeanpierre et al., 1985). En el 
cromosoma 16 se ha aislado una subfamilia cromosoma-específica de ADN 
satélite II (Moyzis et al., 1987). A1 menos dos subfamilias Hinfi diferentes de 
ADN satélite I se concentran en el cromosoma Y(Fromer et al., 1984). 
Los principios principales en la organización de las subfamilias de 
secuencias repetitivas entre las diferentes fracciones de ADN satélite se han 
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puesto de manifiesto mediante análisis de secuencias de miembros de ADN 
satélite clonados (Prosser et el., 1986). La principal característica del satélite I es 
la alternancia de dos bloques de secuencias ricas en A-T de 17 pb (A) y de 25 pb 
(B), cortadas por el enzima RsaI, ej. (ABABA)n. La estructura repetitiva de 
mayor orden está formada por la pérdida de lugares de restricción para RsaI. De 
este modo, la subfamilia de ADN satélite I de 2,47 kb específica del cromosoma 
Y se digiere con RsaI sólamente en fragmentos de 2,2 kb y 0,29 kb. Sin 
embargo, la mayor parte del ADN satélite I se digiere con RsaI en fragmentos de 
menos de 150 pb. Los ADN satélites II y III están caracterizados por la 
repetición de 5 pb 5'ATTCC-3'. Sin embargo, las secuencias de ADN de la 
fracción del ADN satélite II, siempre contienen esta secuencia en forma 
altamente divergente. Esta diferencia en la organización de la secuencia se revela 
mejor con Hinfl. Las secuencias de ADN satélite II se digieren con Hinfl en un 
gran número de fragmentos pequeños ( 10-80 pb). El modelo de digestión con 
Hinfl del ADN satélite III constituye una escalera completa desde 15 pb hasta 
más de 250 pb con multímeros adyacentes separados por un incremento de 5 pb, 
la unidad básica de repetición. El análisis de la secuencia ha mostrado que la 
escalera a la que da lugar Hinfi en el ADN satélite III está compuesta por una 
secuencia repetitiva general (Prosser et al., 1986): [5'-(ATTCC)>>-A Tic-
TCGGGTTG-3']m. 
El clonaje y la secuenciación de muchas secuencias de ADN satélite que 
contienen super-repeticiones específicas demuestran que la principal vía de 
evolución para el desarrollo de estructuras repetitivas de mayor orden, en 
cromosomas específicos, es la amplificación continua de bloques de secuencias 
seleccionadas como específicas, ej., por la pérdida o ganancia de lugares de 
restricción organizados en tándem (Prosser et al., 1986). 
La estructura del bloque locus-específico de las secuencias satélite I y III 
parece ser especialmente compleja en el brazo largo del cromosoma Y. Las 
subfamilias específicas del Y están compuestas principalmente de la subfamilia 
de satélite III HaeIII de 3,4 kb (Kunkel et al., 1979; Smith et al., 1987), ahora 
definidas como la secuencia DYZ1 (Miller et al., 1984) y la subfamilia satélite I 
MspI de 2,47 kb (Cooke et al., 1982), ahora definida como secuencia DYZ2 
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(Miller et al., 1984). Ambas familias de secuencias comprenden 18.000 kb de 
ADN en el brazo largo del cromosoma Y(ej. el 60% del ADN del cromosoma Y 
completo). La repetitividad de la familia de la secuencia DYZ1 se ha estimado 
en 4.000 copias. Se ha demostrado que la amplificación de bloques de secuencia 
de DYZ1 es la razón del polimorfismo de longitud del bloque completo de la 
heterocromatina en esta región cromosómica (McKay et al., 1978). El análisis 
molecular de estructura super-repetida de HaeIII de 3,4 kb ha revelado una 
disposición compleja de las secuencias de ADN repetitivas, específicas para el 
cromosoma Y(70%) asociadas con secuencias de ADN repetitivas no 
específicas para el cromosoma Y(30%; Kunkel et al., 1979). Las secuencias de 
ADN no específicas del Y forman subfamilias relacionadas por diferentes vías 
con la subfamilia de ADN satélite III del cromosoma 1, del cromosoma 15 y del 
cromosoma 16 (Burk et al., 1985). Una serie de pasos de amplificación de 
complejos subdominios ha producido la estructura de mayor orden de la 
repetitiva DYZ1 específica del cromosoma Y. 
Lo mismo ocurre en las secuencias de ADN de la familia DYZ2 (Cooke 
et al., 1982). Solamente el cromosoma Y humano lleva esta familia de 
secuencias, con unas 2.000 copias de un bloque repetitivo de 2,47 kb, cortado 
por ejemplo por la enzima MspL La especificidad del cromosoma Y está de 
nuevo basada en una secuencia específica, dispuesta de sub-elementos que 
pertenecen a la fracción de ADN satélite I, formando dos subdominios. Un 
subdominio consiste en un bloque de secuencia repetitivo de 2,47 kb, organizado 
en tándem y compuesto de tres fragmentos internos Hinfl, 775 pb, 820 pb y 875 
pb; el otro subdominio tiene una secuencia repetitiva principal de 1,7 kb sin 
ningún lugar interno HinfI, a pesar de que está compuesto de dos fragmentos 
Hinfl, 820 pb y 875 pb del primer subdominio. Un bloque de secuencia 
repetitiva de 2,47 kb del satélite I de ADN sin sitios Hinfi internos, está presente 
en otros cromosomas (Frommer et al., 1984). La mayoría de los ADN satélite I 
no se cortan con Hinfi. La estructura del subdominio del cromosoma Y del ADN 
satélite I se debió desarrollar por pasos de amplificación independientes de los 
dos bloques diferentes de secuencia de ADN satélite I. 
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Además, para la caracterización de los distintos lugares internos de Hinfi, 
el fragmento Hinfl interno de 775 pb del primer dominio es específico por la 
integración de una copia de secuencia de la familia altamente repetitiva Alu 
(Fromer et al., 1984). 
Existen otros tipos de ADN satélite que no se pueden separar por 
centrifugación en gradiente de densidad. Entre ellos se encuentra el ADN satélite 
alfa o satélites alfoides (Strachan et al., 1999; Tyler-Smith et al., 1993). Son 
secuencias de ADN repetitivo en el genoma humano con un monómero principal 
de 171 pb de longitud y una organización en tándem, se relacionan con la familia 
de la secuencia satélite alfa del mono verde africano, debido a una homología de 
secuencia de entre el 75% y 80% (Wu y Manuelidis, 1980). Inicialmente se 
identificaron mediante digestión del ADN genómico con la endonucleasa de 
restricción EcoRI, que da lugar a un fragmento de 340 pb (Manuelidis, 1978). 
Sin embargo, este fragmento cortado con EcoRI consiste en dos copias de la 
secuencia de ADN alfoide repetidas en tándem, de 169 pb y 171 pb, con una 
divergencia en la secuencia del 27%. El dímero de EcoRI parece ser la 
subunidad básica de las unidades más largas de secuencias de ADN alfoides 
repetitivas en tándem, ya que su variación en la secuencia no es más del 1%(Wu 
y Manuelidis, 1980). Ya que la divergencia entre el ADN satélite alfa del mono 
y la unidad del dímero EcoRI es del 35%, en ambos bloques de ADN alfoide, el 
sellado de la unidad de la secuencia alfoide en un bloque dimérico debe de haber 
ocurrido recientemente, probablemente durante la evolución de los grandes 
monos y homínidos (Maio et al., 1981). El clonado de varios miembros de las 
unidades de la secuencia EcoRI diméricas y tetraméricas ha revelado una 
divergencia en la secuencia del 13%-20% entre unidades diméricas diferentes y 
hasta e145% entre subunidades monoméricas adyacentes (Shmookler-Reis et al., 
1985). Las unidades de secuencia de ADN alfoide tetramérico caracterizadas por 
el lugar de restricción XbaI divergieron un 21 % de la secuencia del tetrámero 
EcoRI (Gray et al., 1985). De este modo, los datos indican que en la familia de 
la secuencia de ADN alfoide humano debe haber una mezcla divergente de 
subfamilias de secuencias repetitivas, similar al ADN satélite, pero con una 
secuencia básica común de 171 pb. Las secuencias de las subfamilias se pueden 
diferenciar mediante experimentos con hibridación "in situ". La repetición 
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dimérica EcoRI hibrida predominantemente con los centrómeros de los 
cromosomas 1, 3, 5, 6, 7, 10, 19 (Manuelidis, 1978), mientras que el tetrámero 
de 682 pb XbaI hibrida principalmente con los centrómeros de los cromosomas 
2, 4, 14, 15, 18, 20, 22 (Gray et al., 1985). 
Aunque la divergencia en la secuencia en ambas subfamilias es a groso 
modo la misma (20%-30%), para poder explicar el patrón de hibridación 
cromosómico diferente de las secuencias en tándem, la organización de la 
secuencia en tándem de ambas subfamilias de alfoides debe de ser diferente. 
Sabemos que cada cromosoma contiene al menos una estructura super-repetida 
alfoide específica, a menudo definida por un lugar de restricción repetido en 
tándem cromosoma-específico (Willard, 1985). Los pasos de amplificación de la 
secuencia en tándem de estas super-repeticiones durante la evolución crearon los 
bloques de la estructura de la secuencia específica cromosómica. Miembros 
clonados de estos bloques de secuencia hibridan exclusivamente en dirección 
contraria a los bloques de secuencia parental. La comparación de varias unidades 
monoméricas con estructuras super-repetidas y entre diferentes estructuras 
super-repetidas en diferentes cromosomas indican varios pasos de amplificación 
subsecuente. Durante la evolución de la familia de la secuencia de ADN alfoide 
en varias regiones centroméricas la repetición dimérica EcoRI parece ser 
específica para la estructura de ADN alfoide en los cromosomas 7 y 18 
(Jorgensen et al., 1986; Devilee et al., 1986) y debe de ser una estructura 
evolutivamente muy conservada porque se puede encontrar también en la 
estructura de la secuencia de ADN alfoide de los grandes monos (Maio et al., 
1981). Otra repetición conservada, pero con una unidad de pentámero, se 
encontró en los cromosomas 1, 11, 17, y X(Willard y Waye, 1987). Los cinco 
monómeros distintos designados como A, B, C, D, E se organizan en esta unidad 
de pentámero como una super-repetición EABCD. Además, organizaciones de 
secuencia cromosoma-específica, tales como inversiones, deleciones, y 
transposiciones, seguidas de pasos de amplificación subsecuentes, han creado la 
estructura de mayor orden. Los mecanismos potenciales de mutaciones que 
dirigen la compleja composición de la estructura de mayor orden repetitiva en 
tándem de los alfoides en cada cromosoma, parecen por lo tanto ser los mismos 
que en los demás ADN satélites. 
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El proceso de multiplicación de un bloque de secuencia dada no empieza 
en posiciones de las secuencias al azar. Esto se descubrió tras la descripción del 
subdominio HindIII en el cromosoma X(Durfy y Willard, 1987). Una mutación 
en una base crea un nuevo lugar de restricción para HindIII, en la unidad de 
repetición BamHI de 2 kb predominante del cromosoma X(5000 copias de la 
secuencia). En este punto específico parece que se inicia la amplificación de la 
unidad de repetición HindIII variante. Esto crea un dominio polimórfico que 
consiste en aproximadamente 500 copias de la unidad de repetición variante, 
incluída en el bloque principal de secuencia repetitiva BamHI. 
El análisis molecular de repeticiones de ADN alfoide clonado hibridando 
"in situ" con todos los cromosomas, tales como la secuencia p308 (Jabs et al., 
1989) y la secuencia p82H (Mitchell et al., 1985), indican que las super­
estructuras de ADN alfoide de cada cromosoma contienen un gradiente de 
especificidad que va aumentando hacia la región telomérica. 
Para resumir los datos concernientes a la evolución de las estructuras de 
ADN alfoides específicas de cromosomas en los cromosomas humanos, 
podemos señalar que las alteraciones de las secuencias, incluyendo pasos de 
amplificación sucesivos, inserción de secuencias de ADN no alfoides (por 
ejemplo: repeticiones Alu; Jorgensen et al., 1986), mutaciones puntuales y, en 
particular, deleciones y transposiciones son la principal fuente de especificidad 
conectada con cada estructura de mayor orden de las secuencias ADN alfoides. 
Tras el aislamiento de la subfamilia Sau3A de ADN alfoide 
extracromosómico se han evidenciado los procesos de deleción o transposición 
como un mecanismo básico en la alteración de la secuencia (Kiyama et al., 
1986). La subfamilia Sau3A consiste en una unidad de secuencia base de 850 pb 
conteniendo cinco subunidades de 170 pb. En células HeLa cultivadas, se 
encuentran extracromosómicamente círculos de unidades oligoméricas y 
monoméricas cerradas covalentemente. La unidad de secuencia parece ser 
inestable en los cromosomas, causando un elevado grado de polimorfismos de 
longitud de fragmentos de restricción (RFLP) entre individuos. Los productos de 
recombinación recíproca entre subunidades, incluso con sólo el 70%-80% de 
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homología en la secuencia, sugieren que eventos tales como la recombinación, 
están asociados con este tipo de secuencia de ADN (Okumura et al., 1987). Esta 
hipótesis se ve reforzada por el aislamiento de otras subfamilias de ADN 
alfoides extracromosómicas (Jones y Potter, 1985). Sin embargo, es interesante 
señalar que el satélite alfa parental relacionado del mono verde africano no 
presenta la misma complejidad ni divergencia. La explicación de esta diferencia 
entre los cromosomas humanos y el del mono verde africano, podría ser que las 
regiones centroméricas de los cromosomas humanos hayan sido favorecidas 
mediante mecanismos de reasociación rápidos como la amplificación y la 
transposición de secuencias de ADN repetitivas durante la evolución. 
3.1.2. ADN minisatélite. Se diferencian dos familias: 
Familia telomérica, cuya unidad de repetición es de 6 pb y se encuentra 
en los telómeros de todos los cromosomas 
Familia hipervariable, cuya unidad de repetición es de 9-24 pb. Se 
encuentra en todos los cromosomas, a menudo cerca de los telómeros. 
3.1.3. ADN microsatélite. Se encuentran a lo largo de todos los cromosomas y 
la unidad de repetición tiene un tamaño de 1-4 pb. 
3.2. ADN disperso. 
En este caso las unidades de repetición no están agrupadas fonnando bloques 
sino que están intercaladas con el resto del ADN. Dependiendo de la longitud de 
las unidades de repetición podemos diferenciar 2 grupos: 
3.2.1. SINES. 
Elementos cortos que están intercalados entre el ADN de copia única. 
Dentro de este grupo encontramos la familia Alu, formada por repeticiones de 
aproximadamente 280 pb, aunque existe una gran variabilidad en esta longitud. 
Tienen un contenido relativamente elevado en G y C. Se encuentra dispersa en 
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las regiones eucromáticas del cromosoma, localirándose preferentemente en las 
bandas R. 
3.2.2. LINES. 
Elementos largos que se intercalan entre el ADN de copia única. Dentro 
de este grupo se encuentra la familia LINE I o L1 que se encuentra locali-rada de 
modo disperso por los cromosomas, pero a diferencia de las secuencias Alu, se 
localizan preferentemente en las bandas G(Therman et al., 1992). 
Ia^'I;S 
1DN )IICROS:ITÉLITE 
Familia 
HiP^r^ariablc 
I'chimcru 
\DN ^I1^1^ \"1 P.LI I'1: 
Figura 1. Esquema de la distribución de las secuencias de ADN altamente repetidas. 
En los cromosomas de ratones (género Mus musculus), que son generalmente 
acrocéntricos, con el centrómero situado muy cerca del extremo del cromosoma (Evans, 
1981; Kipling et al., 1991), también existen ADN satélites: 
•­ EI ADN satélite menor. ADN repetitivo asociado con el centrómero, como se ha 
podido comprobar mediante hibridación "in situ" por la presencia de antígenos 
centroméricos (Pietras et al., 1983; Wong y Rattner, 1988; Joseph et aL, 1989; 
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Broccoli et al., 1990; Moens y Pearlman, 1990; Wong et al., 1990). Este satélite está 
formado por repeticiones en tándem de un monómero de 120 pb (Pietras et al., 
1983; Wong y Rattner, 1988) y tiene pequeñas secuencias similares a los satélites a 
presentes en los centrómeros humanos. 
•­ EI ADN satélite principal. En Mus musculus, se encuentra localizado en la 
heterocromatina constitutiva pericentromérica del brazo largo. Está compuesto por 
unidades repetitivas de 234 pb, generadas por la duplicación de una secuencia 
repetitiva de 117 pb. Dentro de esta secuencia se pueden distinguir dos subunidades 
más, cada una de las cuales está formada por un cuarto de repetición con mitad a y 
p, derivadas de una secuencia de 9 pb (Lewin, 1997). 
Estructura del cromosoma 
Los cromosomas en metafase están condensados, presentando estructuras 
diferenciadas visibles al microscopio. Cada cromosoma metafásico está formado por 
dos porciones idénticas llamadas cromátidas hermanas. Además, los cromosomas 
poseen una constricción principal denominada centrómero. Cada cromosoma posee el 
centrómero en una posición fija característica. Existen funciones cromosómicas muy 
específicas asociadas a los centrómeros y además constituyen el último punto de 
contacto entre las cromátidas hermanas antes de su separación final durante la división 
mitótica. Las regiones centroméricas, a diferencia de los brazos de los cromosomas, se 
tiñen generalmente de forma densa y compacta. A estas regiones cromosómicas capaces 
de teñirse intensamente, se les denomina heterocromatina, y a las regiones 
cromosómicas que no son heterocromáticas se las denomina generalmente 
eucromatina. 
En la eucromatina nos encontramos la mayor parte de los genes estructurales, 
siendo la mayoría copias únicas de secuencias de ADN. Este ADN se condensa durante 
la mitosis y se descondensa durante la interfase, seguramente para permitir la 
transcripción de los genes. Sin embargo, la heterocromatina se encuentra principalmente 
en las zonas cercanas a los centrómeros, posee un número menor de genes que la 
eucromatina y está constituída mayoritariamente por secuencias de ADN repetitivas. 
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Esta naturaleza repetitiva de la heterocromatina puede ser esencial para la estructura y 
función de los cromosomas (Wallrath, 1998). En estas regiones los segmentos de la 
cromatina están altamente condensados y se replican de forma tardía en la fase S del 
ciclo celular (Passarge, 1979). 
Se pueden distinguir dos clases de heterocromatina: 
Heterocromatina facultativa: ADN eucromático que se inactiva de 
forma específica en algunas etapas del desarrollo. Un claro ejemplo es el caso del 
cromosoma X inactivo en las hembras de mamíferos. En las mujeres, un cromosoma X 
de cada célula se inactiva durante la fase de blastocisto, comportándose como 
heterocromatina. Se condensa durante la interfase, no presenta transcripción, y se 
replica tardíamente durante la fase S del ciclo celular. 
Heterocromatina constitutiva: está formada por ADN repetitivo de 
secuencia simple. Se localiza a menudo en el centrómero, en las bandas C y en el 
extremo distal del cromosoma Y(Therman et al., 1992). 
Los extremos de las cromátidas, o telómeros también son heterocromáticos y 
son las estructuras ADN-proteínas en los finales de los cromosomas de organismos 
eucariotas. Los telómeros en los vertebrados consisten en repeticiones de la secuencia 
TTAGGG, asociados con proteínas específicas (Moyzis et al., 1988). La función de los 
telómeros es prevenir fusiones cromosómicas entre los extremos de los cromosomas y 
prevenir su degradación exonucleolítica (Meyne et al., 1990). Las secuencias 
teloméricas se mantienen gracias a la acción de la telomerasa, que es una reverso 
transcriptasa específica del telómero, aunque para el mantenimiento del telómero 
también existen mecanismos independientes de la telomerasa. En ausencia de 
telomerasa o de mecanismos alternativos las secuencias teloméricas se van perdiendo 
progresivamente tras cada ronda de replicación del ADN. 
Debido a que la pérdida de telómeros provoca cambios cromosómicos asociados 
con el cáncer y con el envejecimiento, el entendimiento de la biología del telómero tiene 
gran relevancia (Zakian, 1995). 
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En una gran variedad de vertebrados se han identificado repeticiones 
(TTAGGG)n en regiones intracromosómicas (ITRS) (Meyne et al., 1990; Azzalin et al., 
1997). Mientras que el ADN telomérico, interactuando con varias proteínas, juega un 
papel clave en el mantenimiento de la estabilidad cromosómica y en la prevención de 
fusiones cromosómicas (Collins, 2000), no se ha encontrado una función específica a 
las secuencias teloméricas intersticiales (ITs). 
En el genoma humano podemos encontrar tres tipos de secuencias teloméricas 
intersticiales (Azzalin et al., 2001): 
1.­ ITs cortas. Son repeticiones en tándem de la unidad esencial TTAGGG. 
2.­ ITs subteloméricas. Son más largas e incluyen varias unidades degeneradas 
en los dominios subteloméricos. 
3.­ ITs fusibn. Son pares de secuencias extendidas orientadas cabeza con 
cabeza. 
Inicialmente se propuso que las ITs eran reliquias de fusiones de extremos de 
cromosomas ancestrales, que ocurrieron durante la evolución (Hastie y Allshire, 1989). 
Sin embargo, estudios mas recientes en ITs humanas indican que las que derivaron de 
fusiones teloméricas son extremadamente raras y que la gran mayoría de ITs podrían 
haberse generado a través de ADN telomérico durante la reparación de roturas de 
cadena doble (Azzalin et al., 2001). 
En varias especies no humanas, está presente una cuarta clase de ITs, que está 
formada por bloques extendidos de ADN telomérico, en la región pericentromérica de la 
mayoría de los cromosomas (Meyne et al., 1990). En el caso del hámster chino, 
(Cricetulus griseus), se han encontrado bloques de secuencias teloméricas en regiones 
centroméricas-pericentroméricas en la mayoría de sus cromosomas, comprendiendo 
cientos de kilobases de ADN en cada cromosoma (Faravelli et al., 1998). En 
comparación con las células de hámster chino primarias, las líneas celulares, presentan 
secuencias teloméricas terminales mucho más cortas, las cuales son indetectables 
mediante FISH convencional (Slijepcevic y Bryant, 1995). Los posibles orígenes de 
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estas ITRS incluyen fenómenos de fusión telómero-telómero durante la evolución 
(Hastie y Allshire, 1989; Meyne et al., 1990; Slijepcevic y Bryant, 1995; Faravelli et al., 
1998), o la inserción de ADN telomérico en lugares inestables, durante la reparación de 
roturas de cadena doble (Azzalin et al., 2001). La FISH en fibras de ADN extendido y 
en cromosomas mecánicamente elongados demostró que estas largas repeticiones de 
ADN telomérico son continuas e ininterrumpidas (Faravelli et al., 2002). 
Las largas ITRS procedentes de líneas celulares de hámster chino se han 
encontrado como lugazes preferenciales en la rotura cromosómica y en la 
recombinación, tanto espontánea como inducida. De esta manera, los lugares de 
deleción cromosómica que acontecen durante la evolución caziotípica en las líneas 
celulares inmortalizadas de hámster chino, tienden a agruparse en ITRS (Balajee et al., 
1996). De hecho, se pueden encontrar a menudo cromosomas marcadores que poseen 
ITRS procedente de origen centromérico-pericentromérico, en localizaciones 
intersticiales o terminales (Álvazez et al., 1993; Bertoni et al., 1994; Balajee y 
Natarajan, 1994; Fernández et al., 1995). Además, los bloques de ITRS de las líneas 
celulares de hámster chino se comportan como "hot-spots" (puntos calientes) paza la 
rotura cromosómica y recombinación inducida por irradiación (Pandita y DeRubeis, 
1995; Slijepcevic et al., 1996; Bertoni et al., 1996). La rotura en los bloques largos de 
ITRS puede también producir inestabilidad cromosómica tardía y amplificación de 
secuencias de ADN (Álvarez et al., 1993, Slijepcevic et al., 1997). Junto a las largas 
ITRS centroméricas-pericentroméricas, los cromosomas de hámster chino también 
contienen repeticiones teloméricas mucho más cortas en posiciones intracromosómicas 
no centroméricas (Bertoni et al., 1994). Sin embargo, no todas las ITRS son "hot-spots" 
para roturas y reordenamientos (Simi et al., 1998), y la sensibilidad a la rotura de las 
ITRS cortas no está clara (Bouffler, 1998; Desmaze et al., 1999). Prácticamente todos 
los estudios acerca de la sensibilidad a la rotura y recombinación se han realizado a 
nivel cromosómico, esto es, visualizando el resultado final tras un proceso complejo de 
inducción, señalización, procesamiento y reparación del ADN dañado. 
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EFECTOS DE LAS RADIACIONES IONIZANTES EN EL ADN 
Las radiaciones ionizantes son capaces de inducir en el ADN una gran variedad 
de lesiones. La radiación ionizante puede dañar el ADN directamente o indirectamente 
por la generación de radicales hidroxilo, resultantes de la radiolisis del agua (O'Neill y 
Fielden, 1993). Esto puede provocar la aparición de roturas de cadena, el daño oxidativo 
en residuos de azúcares o bases, la rotura de cadena doble, etc. (Wallace, 1988). 
A continuación se citan las lesiones más relevantes que producen las radiaciones 
en el ADN: 
• La pérdida o la modificación de bases. 
. La rotura de cadena sencilla (ssb del inglés single strand break). 
. La rotura de cadena doble (dsb del inglés double strand break). 
. Los entrecruzamientos ADN-proteínas. 
. La lesión en la desoxirribosa. 
. Lesión en el grupo fosfato. 
. El entrecruzamiento intracatenario. 
. El entrecruzamiento intercatenario. 
• Las lesiones múltiples co-localizadas (o "cluster" del inglés). 
En la tabla 1 se puede observar una estima del número de algunas de las lesiones 
fisicas y bioquímicas que ocurren en células de mamíferos cuando se irradian con 1 Gy 
de irradiación de baja LET (Transferencia Lineal de Energía es la tasa según la cual se 
deposita la energía a medida que una partícula cargada se mueve a través de la materia. 
Se expresa en kiloelectrón voltio por micra (keV/µ), y depende de las propiedades 
Esicas de la irradiación, es decir, de su masa y de su carga) (Goodhead, 1994). 
Lesiones fisicas iniciales Número de lesiones 
Ionizaciones en el núcleo celular ] 00.000 
Ionizaciones directamente en el ADN 2.000 
Excitaciones directamente en el ADN 2.000 
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Lesiones bioquímicas específicas 
Roturas de ADN de cadena sencilla 1.000 
8-hidroxiadeninas 700 
lesiones en la timina 250 
rotwas de ADN de cadena doble 40 
uniones cruzadas ADN-proteína 150 
Efectos celulares específicos 
Sucesos letales 0.2-0.8 
Aberraciones cromosómicas 1 
Mutaciones en HPRT 10-5 
Tabla 1. Algunos de los daños originados en un núcleo de célula de mamífero tras exposición a un 1Gry 
de irradiación de baja LET. 
En las roturas de cadena sencilla son importantes la estructwa química de ambos 
extremos, debido a las posibles secuelas biológicas y a la activación posterior de 
mecanismos de reparación. Por esto Obe et al., en 1992 establecieron cuatro clases de 
roturas de cadena sencilla: 
-Clase I: rotwa del enlace fosfodiéster. No modificación de azúcares o bases. 
-Clase II: rotwa del enlace fosfodiéster. Azúcares y bases normales. Pérdida del 
grupo fosfato terminal. 
-Clase III: rotwa del enlace fosfodiéster. Azúcares o bases dañadas en el 
extremo. 
-Clase IV: rotura del enlace fosfodiéster. Pérdida de un nucleótido. 
Las roturas de cadena doble son muy importantes en relación con la integridad 
genómica, porque pueden dar lugar a aberraciones cromosómicas, que pueden afectar, 
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simultáneamente, a muchos genes y llevar al mal funcionamiento celular o incluso a la 
muerte celular (van Gent et al., 2001). 
El daño múltiple co-localizado aparece cuando dos o más lesiones de la misma 
naturaleza o distinta (modificación de bases, lugares abásicos, roturas de cadena 
sencilla), se producen próximas unas a otras, generalmente en el espacio de una vuelta 
de hélice del ADN (Dianov et al., 2001). 
Las células han desarrollado sistemas de reparación para tratar las lesiones de 
ADN aisladas y de este modo mantener la integridad del genoma (Friedberg et al., 
1995). Ya que la eficacia biológica de la radiación ionizante aumenta con el incremento 
de la LET, el daño en el ADN múltiple co-localizado puede ser un determinante crítico 
en la capacidad de la célula para reparar el daño (Ward, 1988; Goodhead et al., 1993; 
Friedberg et al., 1995). Las roturas de cadena doble inducidas por irradiación son un 
tipo de lesiones co-localizadas fácilmente detectables. Además, el reconocimiento y 
procesamiento de las roturas de cadena doble no siempre se lleva a cabo con gran 
fidelidad (Rothmann y Lóbrich, 1999), por lo tanto este tipo de daño en el ADN co­
localizado puede dar lugar a la muerte reproductiva de la célula o a aberraciones 
cromosómicas. Si el daño es transmitido a las células hijas, podría dar lugar a 
mutaciones y a cánceres inducidos por la irradiación. Sin embargo, también se piensa 
que otros tipos de lesiones co-localizadas en el ADN, como la lesión en dos o más 
bases, y una rotura de cadena sencilla producida en unas pocas pares de bases, pueden 
ser inducidas por las radiaciones ionizantes. De hecho, hay estudios (Chaudhry y 
Weinfeld, 1995; Harrison et al., 1999; David-Cordonnier et al., 2000) que indican que el 
daño en el ADN múltiple co-localizado que contiene una lesión en una base, puede 
comprometer la excisión de estas bases dañadas por las enzimas, que son generalmente 
eficientes cuando la lesión de la base está aislada. De esta manera, es importante tener 
en cuenta la contribución que estas bases dañadas pueden hacer a la efectividad 
biológica de la irradiación en lesiones múltiples del ADN. 
Experimentalmente es dificil detectar daño múltiple en el ADN a nivel celular 
(Prise et al., 1998) y en los sistemas modelo (Krisch et al., 1991), con excepción de las 
roturas de cadena doble. Existen evidencias indirectas que apoyándose en las 
predicciones de simulaciones biofisicas, proponen que el efecto biológico de la 
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irradiación está relacionado con la complejidad del daño múltiple en el ADN, 
obteniéndose una disminución en la reparación de roturas de cadena doble 
radioinducidas en las células y un aumento de dsbs por ssb al aumentar la LET de la 
irradiación (Blocher, 1988; Prise et al., 1998). Sin embargo, se reconoce (Ward, 1985) 
que el daño múltiple en el ADN, que no contiene dsb y por lo tanto no es detectable 
fácilmente mediante electroforesis en gel, podría contener lesiones en bases asociadas 
con otras lesiones en bases o con una ssb. 
La detección del daño múltiple co-localizado, al contrario que las lesiones 
aisladas, mediante técnicas químicas analíticas están todavía en su infancia, pero se han 
detectado en sistemas modelo lesiones en tándem radioinducidas, donde tanto lesiones 
en bases adyacentes o bases adyacentes unidas covalentemente se forman en la misma 
cadena de ADN tras la irradiación (Paul et al., 1988). Sin embargo, recientemente se 
han descubierto nuevos modelos de detección de daño múltiple, sin ser dsb, inducidos 
en plásmidos de ADN, en los cuales se usan proteínas de reparación por excisión de 
bases (Prise et al., 1999; Milligan et al., 2000). En estos estudios, el ADN plasmídico se 
irradiaba en solución que contenía elevadas concentraciones de "atrapadores" de OH', 
para limitar la distancia de difusión media de los OH'. Estas lesiones de bases, 
modificads tras el tratamiento enzimático, se presentaban como gaps/ssbs, detectables 
realmente mediante electroforesis en gel. De este modo, si una lesión en una base está 
en unas 10 pb (Hanai et al., 1998) de una ssb en la cadena complementaria bajo estas 
condiciones iónicas, el daño en el ADN que no contiene dsb se revelará como dsb tras el 
tratamiento enzimático. Las dos proteínas que se han empleado para revelar daño 
múltiple en el ADN mediante eliminación de lesiones en bases/lugares abásicos son 
proteínas de E.coli, la endonucleasa III (Nth) y la glicosilasa ADN 
formamidopirimidina (Fpg), que reconocen varios tipos de lesiones de bases 
radioinducidas (Friedberg et al., 1995). 
Si la irradiación es de baja LET, los "clusters" aparecen principalmente a 
pequeña escala, muy dispersos a lo largo de la molécula de ADN y en los nucleosomas. 
Por ejemplo, hay evidencias experimentales que sugieren que en la superficie del 
nucleosoma las dos cadenas del ADN pueden sufrir lesiones aisladas y que estas 
lesiones sólo ocurren en un módulo de 10 pb debido al efecto protector de las histonas. 
En las irradiaciones de alta LET, los "clusters" son de mayor magnitud y dependen de la 
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organización de la cromatina (Fig. 2). Cuando una partícula ionizante atraviesa la fibra 
de cromatina de 30nm se genera un "cluster" con regiones de ADN altamente dañadas, 
con un tamaño medio de 2 kpb. A mayor escala, la irradiación de alta LET, puede dar 
lugar a la aparición de roturas de cadena doble más próximas unas de otras de lo que se 
esperaría por azar. Este hecho provoca que aumente la probabilidad de fallos en la unión 
de los extremos de los cromosomas y la generación de aberraciones cromosómicas 
letales (Rydberg, 2001). 
Dominio dc bucleADN
 
N uc Icoso ma 
Fibra dc cromatina Núclco rclular 
Figura 2. Dilerentes nivcles de la organización de la cromatina expuestos a una partícula 
cargada (flecha) quc penetra desde la izquierda produciendo datio en el ADN (puntos negros) a su paso. 
El agrupamiento de roturas dc cadena doble y otras lesiones se espera que se prodw•.can cn los distinto 
niveles de la organización cromatínica. 
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MECAN[SMOS DE REPARACIÓN DEL ADN 
Ningún sistema de reparación único puede abordar todos los tipos de lesiones. 
En cambio, la evolución ha modulado un mosaico de sofisticados sistemas de 
reparación del ADN que de manera global cubren la mayoría de las lesiones producidas 
en la infonnación genética de la célula viva. Defectos heredados en una de estas vías en 
general predispone a la malignidad. Ya que el problema del daño en el ADN ha existido 
desde el inicio, los sistemas de reparación del ADN deben de aparecer de manera 
temprana en la evolución. Esto explica por qué todas las vías de reparación conocidas 
están altamente conservadas. En mamíferos operan al menos cuatro vías principales de 
reparación del ADN, parcialmente solapadas (Friedberg et aL, 1995; Lindahl y Wood, 
1999): 
• reparación por excisión de nucleótidos (NER). 
• reparación por excisión de bases (BER). 
• reparación por recombinación homóloga (HR). 
• unión de extremos no homólogos (NHEJ o EJ). 
La NER trata con una amplia clase de lesiones que afectan a la hélice del ADN, 
que interfieren con el emparejamiento de bases y generalmente obstruyen la 
transcripción y la replicación normal. Las alteraciones químicas pequeñas de bases se 
reparan mediante BER. Estas lesiones pueden impedir la transcripción y replicación. 
BER es particularmente relevante para prevenir la mutagénesis. La mayoría de las 
lesiones reparables mediante NER afloran por fuentes exógenas (excepto algunas 
lesiones oxidativas), mientras que BER repara mayoritariamente, pero no 
exclusivamente, lesiones de origen endógeno. Las lesiones para estos dos tipos de 
reparación afectan solamente a una cadena de ADN. En una reacción de "corte y 
empalme", el daño (con o sin secuencias flanqueantes) se elimina y el hueco de cadena 
sencilla resultante se rellena con la cadena complementaria como modelo. 
Las roturas de cadena doble son más problemáticas. Para tratar adecuadamente 
estas roturas la célula tiene que saber qué extremos van juntos, algo dificil dada la talla 
del genoma de mamíferos. Para solventar el problema de las roturas de cadena doble se 
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han desanollado dos vías de reparación, la recombinación homóloga y la unión de 
extremos no homólogos. La recombinación homóloga parece dominar en las fases S y 
G2 del ciclo celular, cuando el ADN se replica, y hay una cromátida hennana intacta. 
En contraste, la vía menos precisa de unión de extremos es mas relevante en la fase Gl 
del ciclo celular, cuando no se dispone de una segunda copia (Takata et al., 1998) (Fig. 
3 ). 
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Figura 3. Datkl en el ADN, mecanismos de repatación y consecuencias. Abreviaturas: cis-Pt y MMC', cis platina y 
mitomicina C, respectivamente (agentes de entrecruzamiento del ADN); (ó-4)PP y CPD, 6-4 fotopruducto y dímero dc 
pirimidina ciclobutano, respectivamente (ambos inducidos por lur ultravioleta); HR. recombinación honaíloga; I:J, 
unión de extremos. 
Reparación por excisión de nudeótidos (NER) 
De todos los sistemas de reparación, NER es el más versátil en ténninos de 
reconocimiento de lesiones. Existen dos subvías de NER con especificidad de substratos 
parcialmente diferentes: NER genoma global (NER-GG) reconoce el genoma completo, 
y la reparación acoplada a la transcripción (TCR) se centra en el daño de los bloques 
elongados por las ARN polimerasas (Tomaletti y Hanawalt, 1999) (Fig. 4): 
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Figura 4. Esquema del mecanismo de reparación mediante la reparación por 
excisión de nucleótidos y la reparación de pares transcritos (Ffoeijmakers, 2001) 
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EI complejo específico de NER-GG XPC-hHR23B selecciona primero, en base a 
las pares de base desemparejadas (Sugasawa et al., 2001), en lugar de la lesión en sí. 
Esto explica porqué las lesiones que se descomponen medianamente, como los dímeros 
de pirimidina ciclobutano, se reparan pobremente (Tang et aL, 2000). En TCR, la 
habilidad de una lesión (tanto por NER como por BER) para bloquear la ARN 
polimerasa parece crítica (fase 1 en la figura opuesta). El lugar donde se encuentra la 
polimerasa debe de ser reemplarada para hacer accesible la lesión a la reparación (Le 
Page et al., 2000), y esto requiere al menos a los factores específicos de TCR, CSB y 
CSA. Los estados subsecuentes de NER-GG y TCR deben de ser idénticos. Las 
helicasas XPB y XPD del factor de transcripción con multisubunidades TFIIH abre 30 
pb de ADN alrededor de la lesión (paso 11). XPA probablemente confirma la presencia 
del daño detectando estructuras enlazadas anormales (Buschta-Hedayat et al., 1999) y 
cuando falta se interrumpe el mecanismo NER (Sugasawa et al., 2001). La proteína 
RPA (proteína de replicación A) de unión a cadena sencilla estabili-ra la estructura 
intennedia abierta mediante la unión a la cadena no dañada (paso III). El empleo de 
factores subsecuentes, cada uno con limitaciones en la capacidad para detectar las 
lesiones "in toto", aún permite una especificidad en la lesión muy alta (Sugasawa et al., 
1998). La endonucleasa dúo del grupo de NER, XPG y ERCC1/XPF, rompe los 
extremos 3'y 5' respectivamente de los bordes de la estructura abierta solamente en la 
cadena dañada, generando de 24-32 bases oligonucleotídicas que contienen la lesión 
(paso IV). La maquinaria de replicación del ADN completa la reparación mediante el 
relleno del hueco (paso V). En total, 25 o más proteínas participan en NER. Estudios "in 
vivo" indican que la maquinaria NER se ensambla en pasos desde componentes 
individuales en el lugar de la lesión. Después de un evento de reparación sencilla (que 
lleva varios minutos) el complejo entero se desensambla de nuevo (Houtsmuller et al., 
1999). 
Mecanismo por excisión de bases (BER). 
BER es el principal guardián frente al daño debido al metabolismo celular, 
incluyendo los productos resultantes de especies reactivas de oxígeno, metilación, 
desaminación e hidroxilación. EI mecanismo molecular (Lindahl y Wood, 1999) se ha 
resuelto mediante el estudio de la estructura terciaria de todos los componentes (Wyatt 
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et al., 1999; Mol et al., 1999; Bruner et al., 2000) y se explica en el esquema siguiente 
(Fig. 5): 
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Figura 5. Esquema del mecanismo de reparación por excisión de bases (Hoeijmakers, 2001) 
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Una batería de glicosilasas, cada una tratando con un espectro de lesiones 
relativamente estrecho y parcialmente solapado, participan en la reacción núcleo. Las 
glicosilasas eliminan la base dañada de la hélice mediante compresión del esqueleto de 
ADN, acomodándole en una cavidad interna de la proteína. Dentro de la proteína, la 
base dañada es cortada por el enlace azúcar-fosfato (paso I). El lugar abásico resultante 
también puede aparecer espontáneamente por hidrólisis. La reacción núcleo BER se 
inicia mediante la incisión en el lugar abásico por la endonucleasa APE1 (paso II). La 
polimerasa poli ADP-ribosa (PARP), que se une y se activa mediante las roturas de 
cadena sencilla, y la recientemente identificada kinasa polinucleotídica (PKN) 
(Whitehouse et al., 2001) puede ser importante cuando BER se inicia desde una rotura 
de cadena sencilla para proteger y arreglar los extremos para la síntesis de reparación 
(IIn. En mamíferos, la Ilamada reparación de vía corta es el modo dominante para la 
reacción restante. La ADN pol R realiza rellena el hueco del nucleótido (paso IV) y 
elimina el residuo de azúcar sin base 5'terminal, vía su actividad liasa (V); esto es 
entonces seguido por el sellado por el complejo ligasa3-XRCC1 (VI). La proteína 
XRCC1 interactúa con la mayoría de los componentes del núcleo BER, y puede así ser 
instrumento en intercambio de proteínas. La vía larga de reparación implica a la ADN 
pol (3 pol S/e, el antígeno nuclear celular de proliferación (PCNA) para la síntesis de 
reparación (2-10 bases), así como la endonucleasa FEN1 que elimina el ADN 
desplazado y la ADN ligasa 1 para el sellado (pasos VII-IX). La reacción BER opera a 
través de todo el genoma. Sin embargo, algunas lesiones bloquean la transcripción y en 
este caso el problema se trata vía TCR, descrita anteriormente, incluyendo TFIIH y 
XPG (que también estimula algunas de las glicosilasas) y probablemente al resto de la 
rcacción núcleo NER. 
Reparación de roturas de cadena doble: recombinación homóloga (HR) y unión de 
extremos no homólogos (NHEJ o EJ) 
Las roturas de cadena doble aparecen por acción de las radiaciones ioni•rantes, 
radicales libres, agentes químicos y durante la replicación de una rotura de cadena 
sencilla. Después de la detección de roturas de cadena doble, una compleja cascada de 
reacciones afecta a la maquinaria del ciclo celular y recluta los factores de reparación 
(Zhou y Elledge, 2000; Khanna y Jackson, 2001). Uno de los iniciadores tempranos es 
la proteína kinasa de la ataxia telangietasia (ATM), que es defectuosa en el síndrome de 
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ataxia telangietasia dando lugar a una hipersensibilidad a las radiaciones ionizantes y a 
una predisposión al cáncer (Rotman y Silo, 1998). La detección del daño en la fase G1 
del ciclo celular es mediada por p53. Otro evento temprano, que depende de las 
proteínas kinasas ATM, ATR (relacionada con la ataxia telangietasia) y la DNA-PKcs 
(proteín-kinasa dependiente de ADN) es la fosforilación de la histona H2AX en el 
dominio de ADN próximo a la rotura de cadena doble a una distancia de un megadalton 
(Paull et al., 2000). Esto puede proporcionar un estado de la cromatina local requerido 
para las complejas reacciones de reparación o para reclutar proteínas de reparación. La 
recombinación homóloga y la unión de extremos no homólogos son las vías principales 
de reparación. Cuando tras la replicación, una copia idéntica de ADN está disponible, la 
recombinación homóloga parece ser la elegida; por otra parte, cuando no se dispone de 
copia de ADN, las células cuentan con la unión de extremos, que es menos precisa. Los 
mecanismos que se suponen que actúan se explican a continuación (Fig. 6). 
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Figura 6. Esquema del mecanismo de reparación por recombinación homóloga y unión de 
extremos (Hoeijmakers, 2001) 
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Para promover la invasión de la cadena en las secuencias homólogas, la 
actividad exonucleasa 5'-3' del complejo RAD50/MRE] 1/NBS1 (también sustrato para 
la fosforilación por ATM) expone ambos extremos 3" (Petrini, 2000) (paso i). La 
molécula RPA facilita el ensamblaje de un filamento de la nucleoproteína RAD 51, que 
probablemente incluye proteínas relacionadas con RAD 51, XRCC2, XRCC3, 
RAD51 B, C y D. RAD52 estimula el ensamblaje del filamento (paso II). RAD 51 tiene 
la habilidad de intercambiar la cadena sencilla con la misma secuencia de la molécula 
de ADN de cadena doble. La correcta posición de las cromátidas hennanas mediada por 
cohesinas probablemente facilita la identificación de una secuencia homóloga. Un 
candidato para las transaciones cromatínicas complejas es RAD54, miembro de la 
familia SWI/SNF de las ATPasas dependientes de ADN. Tras la identificación de la 
secuencia idéntica en la cromátida hennana, se emplea la copia intacta como modelo 
para reparar adecuadamente los extremos rotos mediante la síntesis de ADN (paso III). 
Finalmente, los ]lamados puentes de Holliday se resuelven gracias a la acción de las 
resolvasas (Khanna y Jackson, 2001; van Gent et al., 2001; Haber, 2000) (paso IV). La 
recombinación homóloga implica la acción simultánea de un gran número de las 
mismas moléculas, que se encuentran concentradas en la zona de inducción del daño. 
Estas incluyen a las proteínas BRCAIy BRCA2 (Scully y Livngston, 2000). Evidencias 
recientes implican directa o indirectamente a BRCA2 en la traslocación nuclear de 
RAD51 (Davies et al., 2001). 
Las células en la fase G1 tienen solamente el cromosoma homólogo para la 
reparación por recombinación. Esto puede traer dificultades para encontrar el 
cromosoma homólogo en el complejo genoma. Además, es potencialmente peligroso 
tanto como molde para la reparación como para permitir la homocigosidad en 
mutaciones recesivas. Como altemativa, la reacción de unión de extremos no 
homólogos simplemente une los extremos de una dsb, sin molde, empleando el 
complejo de unión de extremos KU70/80 y la DNA-PKcs, seguidas por la unión 
mediante la ligasa XRCC4 (Khanna y Jackson, 2001; van Gent et al., 2001) (pasos V-
VII). La función de KU70/80 puede implicar la protección y la aproximación de los 
extremos, además de una función de señalización para la DNA-PKcs. La unión de 
extremos puede ser facilitada cuando están todavía próximos a través de los 
nucleosomas o de otras estructuras. La unión de extremos está a veces asociada con la 
ganancia o pérdida de unos pocos nucleótidos si se emplean microhomologías internas 
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usadas en el apareamiento antes del sellado. Esto implica que se involucren ADN 
polimerasas y/o nucleasas. Apuntar además, que el complejo KU y la DNA-PKcs está 
también implicado en la estructura y función del telómero (Khanna y Jackson, 2001; 
Hsu et al., 2000). 
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TÉCNICAS DE DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE LAS ROTURAS DEL 
ADN
 
Una herramienta muy útil en el estudio del daño y reparación del ADN es el 
empleo de técnicas capaces de medir las roturas de cadena (roturas de cadena sencilla o 
doble). La importancia en el desarrollo y mejora de estas técnicas es de gran relevancia 
debido a que pueden aplicarse además en el estudio de otros tipos de lesiones en el 
ADN, ya que la mayoría de las lesiones se transforman en roturas y por lo tanto esto 
hace que se puedan cuantificar con las técnicas adecuadas (Ahnstróm, 1988). 
Vista la gran importancia de las técnicas y debido a la gran variedad existente, 
en este apartado se hará referencia a aquellas que han sido más utilizadas. Con el fin de 
estructurar el apartado se han dividido en cuatro grupos (técnicas bioquímicas, técnicas 
morfológicas, técnicas de genética molecular, y técnicas citogenéticas), teniendo en 
cuenta que puede haber algún solapamiento entre ellas. 
Técnicas bioauímicas 
Sedimentación en gradiente de sacarosa (neutra o alcalina) 
En un principio, la velocidad de sedimentación se empleó para determinar el 
tamaño de las macromoléculas ya que en un gradiente de sacarosa los fragmentos de 
ADN más largos sedimentarán posteriormente a los fragmentos más pequeños 
(McGrath et al., 1966). Con el tiempo la técnica se utilizó para la detección de roturas 
en el ADN y se encontraron con el gran problema de la degradación del ADN al ser 
extraído. Esto se resolvió aplicando un tratamiento alcalino que separaba las hebras y 
además inactivaba las enzimas celulares y eliminaba las proteínas (Ahnstróm, 1988). Se 
basa en que los agentes que dañan el ADN, como la irradiación, generan roturas en el 
ADN y por lo tanto lo fragmentan. De este modo, las células se marcan previamente con 
timidina radiactiva, se lisan en una solución alcalina y se depositan en la parte superior 
del tubo que contiene el gradiente de sacarosa y se centrifuga. Después se recogerán las 
distintas fracciones y se les medirá la cantidad de radiactividad, calculando la frecuencia 
de roturas en cada una de las fases. Si se emplea un pH neutro se obtendrá una estima de 
las roturas de cadena doble y si es alcalino, del conjunto de todas las roturas. Dado que 
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las roturas de cadena sencilla son más frecuentes tras la irradiación, éstas serán 
cuantificadas de modo preferente. 
La desventaja de esta técnica es su poca sensibilidad porque se obtiene una gran 
señal de fondo debido a que se han introducido roturas durante la manipulación. 
Además las moléculas de elevado tamaño tienen una sedimentación anormal en el 
gradiente de sacarosa. 
Elución neutra o alcalina 
Esta técnica utiliza filtros para discriminar entre diferentes tamáños de ADN, ya 
que los filtros actúan mecánicamente impidiendo el paso del ADN. Se puede utilizar 
para medir tanto roturas de cadena sencilla como doble, lugares lábiles alcalinos, 
entrecruzamiento entre el ADN y las proteínas y entrecruzamiento entre hebras del 
ADN (Kohn et al., 1973; Bradley et al., 1979; Kohn et al., 1981). Los filtros que se 
utilizan son de policarbonato (útil en la detección de roturas de cadena simple) o de 
cloruro de polivinilo (útil en la detección de entrecruzamientos entre el ADN y las 
proteínas) (Kohn et al., 1981). Primero las células se dejan crecer en medio con timidina 
radiactiva y se eliminan la mayor parte de las moléculas que no son ADN mediante una 
solución de lisis, que pasa a través del filtro por gravedad. Después los extremos del 
filtro se conectan a una bomba peristáltica, se coloca una solución neutra o alcalina, y se 
van recogiendo fracciones en función del tiempo. La cantidad de ADN retenida en cada 
fracción se cuantifica por contaje de la radiactividad emitida y se relaciona directamente 
con el número de roturas. Si se emplea la solución neutra se detectarán roturas de 
cadena doble y se denomina elución neutra. Si se emplea la solución alcalina, se 
detectarán roturas totales, principalmente las de cadena sencilla y se denomina elución 
u/culinu. 
Desnaturalización alcalina (unwinding alcalino) del ADN y cromatogra^a de 
hidroxiapatita. 
Esta técnica se basa en que el ADN se desnaturaliza a partir de las roturas, en 
presencia de álcali, (Ahnstróm et al., 1974; Rydberg, 1975; AhnstrSm et al., 1981). Las 
células, cuyo ADN se marca radiactivamente, se lisan en una solución con detergentes y 
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alta concentración de sales y el ADN se desnaturaliza a pH elevado. Después de 
neutralizar, se realiza un tratamiento con ultrasonidos que fragmenta el ADN. 
La cantidad relativa de ADN de cadena sencilla y doble contenida en la muestra 
se determina mediante cromatografia de hidroxiapatita (Ahnstrám et al., 1981), en la 
cual la columna tiene mayor afinidad por el ADN de cadena doble. El ADN de cadena 
sencilla se eluye con tampón fosfato, pH 7, 0,12 mol / dm3, mientras que el ADN de 
cadena doble necesita un tampón fosfato a mayor concentración, 0,4 mol / dm3 y citrato 
a 10-2 mol / dm3 (von Sontag, 1987). Posteriormente se mide el nivel de radiactividad de 
las fracciones obtcnidas. 
Aunque el ADN se mide mediante radiactividad, también se puede realizar con 
técnicas de fluorescencia (Kanter y Schwartz, 1982). Se podrian incubar las fracciones 
con Hoechst 33258 y medir la cantidad de ADN como fluorescencia relativa de la 
muestra con un espectrofluorimetro, calculando posteriormente por calibración el 
porcentaje de ADN y la cantidad de roturas. 
Otro método para discriminar entre roturas de ADN de cadena sencilla y doble 
es la digestión con nucleasa S1 en la fracción de ADN de cadena sencilla, seguido de 
una centrifugación del resto del ADN, de doble cadena (Sheridan y Huang, 1977). 
Técnicas de Penética molecular 
Desnaturalización alcalina / Southern blot 
Este método combina la desnaturalización alcalina con el Southern blot. El álcali 
desnaturaliza el ADN porque rompe los enlaces de hidrógeno entre los pares de bases. 
La tasa de desnaturalización es mayor si hay roturas de cadena, porque son lugares de 
inicio de desnaturalización (Bunch et al., 1992). En esta técnica se realiza una 
modificación del método de desnaturalización alcalina (Sheridan et al., 1977), donde el 
ADN desnaturalizado se digiere con nucleasa S1, que es una endonucleasa específica de 
cadena sencilla. Posterionnente se realiza el Southern blot en el ADN resistente a esta 
nucleasa, y se cuantifica el daño en la región específica, analizando la disminución de la 
intensidad de la señal emitida por la cantidad de sonda hibridada (Bunch et al., 1992). 
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Permite detectar inducción y reparación de lesiones en regiones cromatínicas específicas 
como en el ADN satélite, oncogenes o genes como la p-globina, que debido a sus 
actividades funcionales pudieran mostrar diferente sensibilidad a la inducción de roturas 
(Bunch et al., 1995). 
La desventaja de esta técnica es que nos proporciona una estima global de la 
población celular, no pudiendo analizar la posible heterogeneidad intercelular tanto en 
las lesiones generadas como en la reparación. 
Electroforesis de campo pulsante en gel de agarosa / Southern blot 
En la electroforesis, los fragmentos de ADN migran debido a su carga negativa y 
según su peso molecular. La electroforesis en campo eléctrico contínuo tiene la 
limitación de no poder resolver moléculas de ADN mayores de 50 kb (Fangman, 1978). 
Las moléculas grandes se mueven entonces a través de la matriz del gel con una 
velocidad que es independiente de su tamaño y forman una banda difusa en el gel. Sin 
embargo, este problema se solucionó si se reorientaba periódicamente el campo 
eléctrico. De este modo se podían resolver moléculas de varias megabases (Schwartz y 
Cantor, 1984; Carle et al., 1986; Chu et al., 1986) En la electroforesis en campo 
pulsante el campo eléctrico se altera discontinuamente de modo periódico forzando de 
modo intermitente el cambio de confonnación y la dirección de migración de las 
moléculas. El tiempo que necesita cada molécula de ADN para alterar su conformación 
y reorientarse es dependiente del tamaño, reorientándose más rápidamente las moléculas 
de menor tamaño (Ahnstrám, 1988; Chu, 1991). 
Otra diferencia con la electroforesis habitual es que, en la electroforesis en 
campo pulsante, las muestras (ya sean células completas, núcleos con el ADN relajado 0 
ADN desnudo) no se colocan en los pocillos en forma líquida sino formando pequeños 
bloques de agarosa que encajan perfectamente en los huecos. De este modo se evitan las 
posibles roturas en las moléculas de ADN originadas por la manipulación, y la lisis 
celular se realiza en los bloques de agarosa. 
Mediante esta técnica se pueden cuantificar roturas de cadena doble, para lo cual 
se realiza una comparación entre la muestra y una muestra de ADN de peso molecular 
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conocido. Además, si se combina con la técnica de Southern Blot se pueden estudiar 
lesiones en regiones específicas. 
Técnicas morfolóQicas
 
Traslado de mella "In situ" 
Esta técnica se basa en la adición de nucleótidos marcados (radioactivamente o 
mediante biotina o digoxigenina) en la región de la rotura (o nick). Primero se cultivan 
las células en frascos cuya base es un portaobejos, después se fijan las células en etanol 
/ ácido acético. Seguidamente se incuban las células en una solución de "Nick ­
translation", que contiene un tampón, la ADN polimerasa de E.coli, una mezcla de 4 
desoxinucleótidos trifosfatos conteniendo dTTP marcado radiactivamente con 3H u otro 
nucleótido unido a biotina o digoxigenina. Después se para la reacción con Tris-HCI, se 
deshidratan los portaobjetos en etanol y se dejan secar al aire. Finalmente los 
portaobjetos se sumergen en emulsión fotográfica y se dejan en oscuridad a 4°C para 
obtener la autorradiografia. En caso de usar biotina o digoxigenina se revelan con un 
fluorocromo o mediante un sistema enzimático. Para terminar, las células se tiñen con 
hematoxilina y se realiza un contaje de los granos de los núcleos mediante un sistema de 
análisis de imagen. 
Las ventajas de esta técnica son el no requerimiento de grandes cantidades de 
células, la no modificación de la morfología de las células y la posibilidad de aplicación 
a una gran variedad de tipos celulares. Es útil para predecir susceptibilidad a la 
irradiación, hipertermia y agentes químicos (Maehara et al., 1989). 
Exonucleasa III-Random Priroing 
En esta técnica se emplea la enzima Exonucleasa III que genera cadena sencilla 
a partir de los puntos donde haya roturas. Se realiza entonces una incubación con 
secuencias hexaméricas al azar y algunas de éstas serán complementarias a los 
fragmentos de cadena sencilla generados, uniéndose y formando dúplex que actuarán 
como cebadores para la enzima klenow (fracción de la polimerasa sin actividad 
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exonucleasa 5"-3'. De esta manera se añaden nucleótidos marcados y se ponen de
 
manifiesto las zonas de rotura (Gosálvez et al., 1993).
 
TUNEL o marcaje enzimático en extremo de rotura 
Este método permite detectar "in situ" extremos de cadena de ADN 3'-OH en 
células aisladas. La enzima transferasa terminal (TdT) cataliza la incorporación de 
nucleótidos marcados en los núcleos fijados, usando los extremos 3'-OH libres. La 
radiactividad se detecta por autorradiografia y después se cuantifica (Fertil et al., 1984). 
Esta técnica, sin embargo, no permite cuantificar cualquier tipo de roturas ya que, por 
ejemplo, las roturas inducidas por peróxido de hidrógeno no parecen marcarse con este 
método (Kodym et al., 1995). 
La desventaja de las técnicas que emplean enzimas es que solamente marcan las 
roturas accesibles y/o reconocibles por la enzima empleada. 
Técnica del halo neutro 
Es un test simple que se ha desarrollado para medir el daño ocurrido en el ADN 
de células individuales. El procedimiento se basa en la evaluación microscópica de los 
halos de los nucleoides que se adhieren al cubreobjetos. Los nucleoides se obtienen 
mediante la extracción de las proteínas nucleares con detergentes y/o soluciones salinas 
altamente concentradas. Se piensa que los halos de los nucleoides son bucles (loops) del 
ADN libre que proceden del núcleo. Cuando se observan mediante tinción con bromuro 
de etidio, los halos de los nucleoides primero se expanden y después se contraen a 
medida que la concentración de etidio aumenta. La exposición de los nucleoides a 
niveles muy bajos de tratamientos que rompen la cadena de ADN produce un aumento 
en la expansión de los halos, con lo cual la medición del radio del halo nos da una 
indicación de la cantidad de roturas (Thomas et al., 1989). 
Electroforesis en microgel ó Ensayo de cometas 
En 1978 Rydberg y Johansson demostraron que cuando lisaban células en 
condiciones alcalinas el núcleo permanecía formando una estructura bastante 
4l
 
Introducción 
condensada. Si irradiaban las células con dosis crecientes de rayos X, el núcleo adquiría 
una esttuctura cada vez más difusa conforme aumentaba la dosis. 
Basándose en estas observaciones, ^stling y Johansson en 1984 desarrollaron 
otro método en el cual las células, en una matriz de agarosa y colocadas sobre un 
portaobjetos, se lisaban en una solución neutra. Después se realizaba una electroforesis 
que provocaba que parte del ADN se dirigiera hacia el ánodo. Para visualizar los 
núcleos, éstos se teñían con Naranja de Acridina. Observaron que a medida que 
aumentaba la dosis de rayos X aumentaba la fluorescencia a cierta distancia del centro 
del núcleo. 
La solución de lisis, que contiene detergentes, se emplea para la extracción de la 
mayor parte de las proteínas de la cromatina. El nucleoide resultante, ADN mas 
proteínas residuales, forma un halo, que será de mayor tamaño cuanto mayor sea el 
número de roturas. Posteriormente se realiza la electroforesis sobre los nucleoides, con 
lo cual, la corriente eléctrica empuja el ADN cargado desde el núcleo, de modo que los 
fragmentos rotos migrarán más lejos (Klaude et al., 1996). Como resultado se obtienen 
imágenes con aspecto de cometas, con una cabeza y una cola. La cola del cometa 
obtenida bajo condiciones neutras parece ser el resultado de bucles de ADN que se 
encuentran unidos a la estructura del núcleo. La longitud y/o la cantidad de ADN que ha 
migrado hacia la cola es proporcional al número de roturas. Posteriormente los cometas 
se tiñen con algún compuesto que se intercale en el ADN, como por ejemplo el bromuro 
de etidio, y de este modo se pueden realizar las mediciones pertinentes con el programa 
informático adecuado y obtener una estima del número de roturas existentes (Fig. 7). 
Cuando se emplean condiciones neutras se detectan las dsbs, sin embargo, si se emplean 
condiciones alcalinas antes y durante la electroforesis, aumenta la sensibilidad en la 
detección de las lesiones, ya que se facilita la desnaturalización del ADN y permite la 
detección de ssb (Singh et al., 1988; Olive, 1989). 
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Cometa 
Figura 7. Fsquema de la formación del comeía. 
Los pasos básicos de la técnica son (Fig. 8): 
1. Inclusión de las células en un microgel de agarosa sobre un portaobjetos 
2. Lisis de las células in situ 
3. Desnaturalización del ADN mediante el álcali 
4. Electroforesis en el portaobjetos 
5. Tinción del ADN 
6. Evaluación mediante microscopía de fluorescencia 
Células embebidas en agamsa 
^ sobre portaobjetos
 
Lisis celular in situ

.^„
 
Desnaturalización del ADN da6ado en álcali
 
^ 
Electroforesis 
en ponaobjetos 
i
 
Tinción ADN 
^ 
Evaluación en microcopio
 
fluorescencia
 
Diámetro cabeza F.^140µm aproximadamente 
Figura 8. l^incipales pasos del ensayo de cometas alcalino. 
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Una de las desventajas de esta técnica es la determinación del tiempo de 
electroforesis, ya que si el tiempo es muy corto no se podrán apreciar bien las 
diferencias, y si el tiempo es muy largo, el álcali puede dar lugar a un aumento 
considerable en el número de lesiones. Esto se podría evitar añadiendo antioxidantes o 
también se podrían utilizar fluorocromos más eficaces. Otra de las limitaciones sería 
que no se pueden determinar simultáneamente las roturas de cadena sencilla y doble. 
DBD-FISH (DNA Breakage Detection-FISH) 
La técnica DBD-FISH es una técnica que pennite estudiar la heterogeneidad 
intragenómica e intercelular en la inducción de roturas del ADN (Fernández et al., 
1998) o en la cinética de reparación. Por ello, se puede analizar el comportamiento no 
sólo de todo el ADN de una célula en conjunto, sino también el de secuencias 
específicas. Las células, contenidas dentro de una delgada capa de agarosa sobre un 
portaobjetos, se incuban brevemente en una solución alcalina desnaturalizante que 
transforma las roturas del ADN (Bunch et al., 1992; Bunch et al., 1995) en ADN de 
cadena sencilla. Estos tramos de ADN se originan a partir del extremo de las roturas, y 
sirven de dianas para la hibridación de las sondas de ADN. A continuación, se para la 
desnturalización y se eliminan las proteínas con las subsecuentes incubaciones en las 
soluciones de neutralización y lisis, para así obtener el ADN en una estructura residual 
similar a un núcleo, denominada nucleoide. Tras los lavados y deshidratación en baños 
de etanol al 70, 90 y 100 %, el gel se colapsa y seca, permitiendo hibridar y detectar las 
sondas de ADN, según los protocolos estándar de FISH (Verma y Babu, 1995). Al 
aumentar las roturas en el ADN en un área concreta, el álcali va a producir más ADNcs 
y por lo tanto hibridará más sonda en dicha región, dando lugar a una señal de FISH 
más intensa y/o ampliamente distribuida, la cual puede ser cuantificada con un 
programa de análisis de imágenes digitales. La especificidad de la sonda va a determinar 
el área de ADN concreta a estudiar. En resumen, la técnica integra las técnicas 
habitualmente empleadas en los test del "halo nuclear" o"cola de cometa", los ensayos 
de desnaturalización alcalina para la detección de roturas del ADN empleados de forma 
general en estudios radiobiológicos (Ahnstrtim and Erixon, 1973; Rydberg, 1975) y la 
hibridación in situ fluorescente (Santos et al., 1997). 
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Mediante DBD-FISH se ha visto que el tiempo de incubación en la solución 
desnaturalizante alcalina influye en la longitud del tramo de ADN de cadena sencilla 
generado a partir de una rotura del mismo. Si se aplican tiempos muy cortos no se 
permite la adecuada difusión del álcali en el microgel (Vázquez-Gundín et al., 2000). 
También se ha podido observar que el marcaje basal no es homogéneo en el 
genoma global. Se han estudiado las secuencias de ADN satélite de Spb (D1Z1, D9Z3, 
DYZ1), las secuencias de ADN satélite clásico 1 y los satélites alfoides (D1Z5, DXZ1, 
todos los centrómeros). Los resultados que se obtuvieron fueron que las secuencias de 
ADN satélite de Spb (D1Z1, D9Z3, DYZ1) muestran un elevado marcaje basal. El 
marcaje es intennedio en las secuencias de ADN satélite clásico 1 y débil en las 
regiones satélites alfoides (D1Z5, DXZ1, todos los centrómeros). Este resultado hace 
evidente la existencia de abundantes lugares lábiles alcalinos, que forman parte 
constitutiva, en la organización nativa, dentro de las secuencias de ADN satélite de Spb 
de leucocitos humanos (Fernández et al., 2001 b). 
También se ha analizado el nivel inicial de daño inducido en el ADN por 
exposición a rayos X en diferentes secuencias de ADN satélite y en los telómeros. Las 
familias de ADN satélite estudiadas fueron las secuencias alfoides, y las secuencias de 
ADN satélite de 5 pb del cromosoma 1(locus D1Z1), del cromosoma 9(locusD9Z3) y 
del cromosoma Y(locus DYZI). Debido a que la señal de hibridación control fue 
bastante diferente en cada una de las dianas de ADN, el incremento relativo en la 
intensidad de fluorescencia total con respecto a los controles no irradiados fue el 
parámetro que se empleó para la comparación. La irradiación de los nucleoides obtenida 
tras la eliminación de las proteínas demostró que la solución de desnaturalización 
alcalina genera alrededor de la mitad de señal cuando las roturas están presentes en las 
secuencias de ADN satélite clásico de 5 pb, como cuando el mismo número de roturas 
está presente en el genoma total, mientras que la señal es algo más intensa cuando las 
roturas están en las secuencias alfoides o en el satélite 1. Después de corregir por las 
diferencias en la tasa de desnaturalización-renaturalización, los satélites de 5 pb parecen 
ser los mas sensibles a la rotura que el genoma total, mientras que el ADN 
correpondiente a las secuencias alfoides y al satélite 1, muestran una sensibilidad 
similar a la del genoma total. La dosis mínima detectable fue de 0,1 Gy para el genoma 
total, 0,2 Gy para los alfoides y el satélite 1 y 0,4 Gy para los satélites de 5 pb. Las 
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secuencias telómericas aparecieron marcadas al máximo en las células no irradiadas. De 
este modo, los finales cromosómicos se comportan como extremos de roturas, 
constituyendo una fuente de señal basal en los ensayos alcalinos (Vázquez-Gundín et 
al., 2002). 
DBD-FISH es una técnica flexible que permite diversas variantes dependiendo 
del objetivo del experimento, por ejemplo, en la composición, condiciones y orden de 
incubación de las soluciones de desnaturalización y/o lisis. Esto se detalla con mayor 
profundidad en Material y Métodos. 
Técnicas citoQenéticas 
Aberraciones cromosómicas estructurales 
Las aberraciones cromosómicas son importantes en cuanto al estudio en 
humanos del efecto tras la exposición a radiaciones ionizantes y a químicos genotóxicos 
(Natarajan, 2002). 
La técnica consiste en la estimulación con fitohemaglutinina de linfocitos T, 
(son aproximadamente el 70% de los linfocitos de sangre periférica), que se encuentran 
en fase G0. Después, las células se detienen en metafase mediante el tratamiento con 
colchicina. Las células se centrifugan y tras eliminar el sobrenadante, se realiza un 
tratamiento hipotónico. Se centrifuga de nuevo y se elimina el sobrenadante. 
Posteriormente se realiza la fijación en metanol-ácido acético (3:1) tres veces. 
Finalmente se realiza la extensión, dejando caer una gota de la muestra sobre un 
portaobjetos limpio, y dejando secar al aire. Generalmente se tiñen con Giemsa y se 
analizan las metafases. 
Las radiaciones ionizantes inducen en linfocitos en estadío GO aberraciones 
cromosómicas que se pueden clasificar en inestables (anillos céntricos, dicéntricos, 
fragmentos acéntricos) y estables (translocaciones, inversiones). 
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La Hibridaeión In Situ Fluorescente (FISH). 
La hibridación in situ consiste en la hibridación directa de una sonda con el 
ADN o ARN de cortes citológicos o de cromosomas metafásicos. 
En la hibridación in situ sobre cromosomas, éstos se obtienen en metafase, 
generalmente a partir de linfocitos circulantes, de linfoblastos y a partir de fibroblastos. 
La hibridación se realiza directamente sobre preparaciones citogenéticas, las cuales se 
han fijado sobre un portaobjetos y previamente pueden someterse a un tratamiento con 
ARNasa para destruir el ARNm y/o a una desproteinización mediante la proteinasa K. 
Hasta hace poco tiempo la hibridación se realizaba con una sonda marcada con un 
isótopo radiactivo, generalmente con tritio. Pero hoy en día es posible el uso de 
marcajes no radiactivos, los cuales permiten visualizar directamente las secuencias 
únicas sin tener que recurrir a recuentos estadísticos. El principio de este sistema 
consiste en la unión covalente de la biotina al ADN de la sonda o bien de un hapteno 
como la digoxigenina, los cuales son detectados después de la hibridación mediante la 
avidina o anticuerpos marcados con fluorocromos o mediante una enzima. La señal 
común más utilizada es la fluorescente, conocida como FISH. El método permite la 
visualización simultánea de varias sondas diferentes marcadas por distintos 
fluorocromos. Los resultados se obtienen en pocos días, siendo una gran ventaja frente a 
la hibridación radiactiva, la cual necesita varias semanas para su visualización (Baiget et 
al., 1995). 
Hasta hace poco tiempo, para el estudio de las aberraciones cromosómicas se 
empleaban tinciones sólidas como el Giemsa o Feulgen. Sin embargo, la detección de 
las translocaciones no se realiza de forma precisa con estas tinciones. Se empleó 
entonces el bandeado cromosómico, pero la definición alcanzada por la técnica no era 
suficiente para poder detectar e identificar adecuadamente ciertas translocaciones o 
reordenamientos complejos. Posteriormente, con la aparición de la técnica de 
"painting", que permite realizar el FISH marcando un cromosoma completo, se 
pudieron detectar cromosomas concretos en metafase y analizar por lo tanto de manera 
más fácil las aberraciones cromosómicas estructurales. 
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PCC (Cromosomas Condensados Prematuramente) 
Es una técnica que pennite observar los cromosomas interfásicos (Johson y Rao, 
1970; Hittelman y Rao, 1974). Si se fusionan células en interfase con células mitóticas 
de otro animal, los cromosomas interfásicos se condensan prematuramente. Esta técnica 
permite analizar la cinética de formación de aberraciones cromosómicas producidas por 
irradiación. En 1998 Darroudi et al. combinaron la técnica de PCC con la FISH (PCC-
FISH) para analizar en células interfásicas el daño en cromosomas concretos. 
Técnica de los micronúcleos 
Los micronúcleos son fragmentos acéntricos y/o cromosomas que son incapaces 
de ir a los polos de la célula durante la mitosis. Durante la telofase se forma la envuelta 
nuclear alrededor de estos fragmentos y cromosomas, lo que les confiere el aspecto de 
micronúcleos. Los micronúcleos, por lo tanto, proporcionan información acerca de la 
rotura de cromosomas y de la pérdida de cromosomas. 
Para distinguir qué células se han dividido, se emplea citocalasina B. La 
citocalasina B es un inhibidor de la polimerización de actina, que se necesita para la 
formación del anillo de microfilamentos que constriñe el citoplasma durante la 
citocinesis. Por lo tanto, las células que se han dividido se pueden identificar por su 
aspecto binucleado. Los micronúcleos se cuentan entonces solamente en estas células 
binucleadas. Pennite comparar el daño en los cromosomas entre poblaciones celulares 
que pueden diferir en su cinética de división celular (Singn et al., 1996). Para poder 
determinar si los micronúcleos son fragmentos acéntricos o cromosomas enteros se 
puede emplear la hibridación in situ con sondas específicas (painting, sonda 
centromérica específica, sonda para todos los centrómeros) o el método del anticuerpo 
anticinetocoro. Es evidente que los micronúcleos sólo se expresan en células 
eucarióticas en división, por lo tanto esta técnica no se puede emplear en poblaciones 
celulares que no se estén dividiendo ni en las que no se posea información acerca de su 
cinética de división. 
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Intercambio de cromátidas hermanas: SCEs. 
El intercambio de cromátidas hermanas se descubrió a finales de los años 50. Se 
cultivaban las células durante un ciclo con timidina tritiada, y mediante autorradiografia 
se observaba que una cromátida se marcaba y la otra no, permitiendo observar además 
intercambios entre las cromátidas (Taylor, 1958; Das, 1988). Mas adelante se utilizó la 
bromodeoxiuridina (BrdU) haciendo la técnica más precisa. Se pueden distinguir tres 
tipos de cromátidas, basándose en que las dos cadenas, una o ninguna pueden incorporar 
BrdU. 
Un aumento en la tasa de SCEs es un indicador del potencial carcinogénico y 
mutagénico de un agente. Sin embargo existen discrepancias entre la inducción de SCEs 
y las roturas de cromosomas porque se ha encontrado que, por ejemplo, una dosis de 
rayos X, que aumenta las roturas de cromosomas unas 20 veces, solamente incrementa 2 
veces el nivel de SCEs (Kato, 1977). 
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OBJETIVOS: 
1. Estudio de los lugares lábiles alcalinos constitutivos en el genoma de ratón 
mediante DBD-FISH 
La técnica DBD-FISH permite detectar daño en el ADN en células aisladas y en 
regiones concretas (Fernández et al., 1998). En trabajos anteriores se estudió la señal 
basal en las secuencias específicas de leucocitos humanos de las secuencias satélites de 
5 pb (loci D1Z1, D9Z3, DYZ1), en el Satélite 1 y en los satélites alfoides para los 
cromosomas 1(locus D1Z5) y X(locus DXZ1) y se encontró una elevada señal basal en 
los satélites de 5 pb en comparación con el satélite 1, los satélites alfoides o con el 
genoma global. Esta elevada señal basal era debida a una elevada cantidad de lugares 
lábiles alcalinos constitutivos en los satélites de 5 pb (Fernández et al., 2001b). 
Basándonos en estos trabajos, nos preguntamos: 
•­ ^Cuál es la señal basal en el ADN del ratón en relación con el ADN humano? 
•­ ^Existe heterogeneidad intracelular en la sensibilidad al álcali, o es que todas las 
secuencias dan una misma señal basal en DBD-FISH? 
2. Evaluación de las roturas de cadena sencilla y doble en el ADN mediante DBD-
FISH 
Teniendo en cuenta que la irradiación induce roturas de cadena sencilla de forma 
mucho más frecuente que las roturas de cadena doble y que en la formación de los 
cometas neutros el ADN migra en función de las roturas de cadena doble (Fernández et 
al., 2001a), nos preguntamos: 
^Cómo podríamos, empleando la técnica DBD-FISH, discriminar al mismo 
tiempo, y en la misma célula, tanto las roturas de cadena sencilla como las roturas de 
cadena doble? 
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3. Patrones de migración del ADN en electroforesis de células aisladas, incluidas en 
microgel, en dos dimensiones 
El ensayo de cometas o SCGE es una técnica que pennite analizar las roturas y 
reparación en el ADN de células individuales (Olive, 1999). Sin embargo, el 
comportamiento electroforético del ADN en el ensayo de cometas no está claro. 
Combinando la técnica DBD-FISH con SCGE, ^es posible poder analizar y 
entender un poco más en detalle el patrón de migración electroforético del ADN? 
4. Reparación de las secuencias teloméricas intersticiales en células de hámster 
chino normales y deficientes en la reparación de roturas de cadena doble 
Como se ha indicado anteriormente, en el hámster chino (Cricetulus griseus), se han 
encontrado bloques de secuencias teloméricas en regiones centroméricas­
pericentroméricas en la mayoría de sus cromosomas, comprendiendo cientos de 
kilobases de ADN en cada cromosoma (Faravelli et al., 1998). En las líneas celulares de 
hámster chino, las largas ITRS se comportan como lugares preferenciales de rotura 
cromosómica y de recombinación, tanto espontánea como inducida por radiaciones 
ionizantes (Pandita y DeRubeis, 1995; Slijepcevic et al., 1996; Bertoni et al., 1996). 
Teniendo en cuenta estos trabajos nos preguntamos: 
•­ ^Cuál será la sensibilidad de las largas ITRS de las líneas celulares de hámster 
chino a la inducción inicial al daño originado por rayos X? 
•­ ^Cómo será la cinética de reparación inicial de estas ITRS?, ^Se modifica esta 
cinética si existe algún defecto en el mecanismo de reparación? 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
MATERIAL 
Reactivos y equipo técnico 
•­ Agarosa estándar. 
•­ Agarosa de bajo punto de fusión. 
•­ Microscopio de epifluorescencia equipado con los filtros y objetivos apropiados. 
•­ Cámara de alta sensibilidad (CCD) acoplada a un ordenador. 
•­ Software para analizar las imágenes digitales (Visilog 5.1, Noesis). 
•­ Cubeta de electroforesis de 18x36cm. 
Soluciones 
Preparaeión de los portaobjetos 
•­ Solución 1(Lisis 1), con acción neutralizante y de lisis: Tris-HCl 0,4M, DTT 
0,8M, SDS 1%, EDTA O,OSM, pH 7,5. Se almacenó a 4°C y se utilizó a 
temperatura ambiente ó a 42°C. 
-DTT (ditiotreitol): agente reductor que rompe los puentes disulfuro. 
-EDTA (tetraacetato disódico de etilendiamino): agente quelante que 
captura iones metálicos divalentes. Éstos suelen ser cofactores de las 
ADNasas de la célula, que al ser liberadas en la lisis con el ADN, podrían 
degradarlo. Por lo tanto, el EDTA actúa previniendo la degradación 
enzimática del ADN. 
-Tris-HCl (hidroclonuo de tris(hidroximetil)aminometano): tampón que 
neutraliza el álcali. 
•­ Solución 2(Lisis 2), con acción neutralizante y de lisis: Tris-HCl 0,4M, NaCI 
2M, SDS 1%. Se guardó a 4°C y se utilizó a temperatura ambiente ó a 42°C. 
-SDS (dodecil sulfato sódico) es un detergente iónico que lisa las células 
y desnaturaliza las proteínas. 
-NaCI (cloruro de sodio): a alta concentración favorece la extracción 
proteica. 
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•­ Solución alcalina de desnaturalización (unwinding): NaOH 0,03M, NaCI 1M, 
pH 12,2. En algunos experimentos no se utilizó el NaCI, con lo que se obtuvo 
una solución más suave. Se preparó reciente y se mantuvo a temperatura 
ambiente o en la nevera a 4°C (para utilizarla posteriormente a 7°C). 
•­ Solución desnaturalizante del ADN: NaOH O,1M en etanol al 50%, durante 
2,Smin, temperatura ambiente. 
•­ Solución desnaturalizante para cromosomas en metafase: formamida 
70%/2xSSC, pH 7, 70°C, durante 2 min. 
•­ Solución salina isotónica: NaCI 0,9 %. Se utilizó a temperatura ambiente y se 
guardó a 4°C. 
•­ Tampón reacción nucleasa mung bean: acetato de Na SOmM, NaCI 100mM, 
ZnC12 1 mM, pH 5. Se realizaron 4 incubaciones de Smin cada una, a 22°C. 
•­ Tampón reacción exonucleasa III: MgCIZ 0,66mM, Tris-HCl 66mM, pH 8. Se 
realizaron 4 incubaciones de Smin cada una, a 22°C. 
•­ Solución neutralizante: Tris-HCl 0,4M, pH: 7,5. Se utilizó a temperatura 
ambiente y se guardó a 4°C. 
•­ Tampón TBE: Tris-Borato 0,09M, EDTA 0,002M, pH: 7,5. Se empleó a 
temperatura ambiente y se almacenó a 4°C. 
Enzimas 
•­ Nucleasa mung bean (BioLabs). Se emplearon 25 unidades en SOµI de tampón 
de reacción de dicha enzima, a 37°C, durante 45min. 
•­ Exonucleasa III (BioLabs). Se emplearon 100 unidades en SOµI de tampón de 
reacción de dicha enzima, a 37°C, durante 30min. 
Sondas de ADN 
Las sondas de ADN para FISH pueden estar marcadas directamente con 
fluorocromos o con haptenos (e.j. biotina o digoxigenina). Las sondas que se utilizaron 
fueron las siguientes: 
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1.­ Sondas para la totalidad del genoma (genoma total), de humanos, de ratón, o de 
hámster, marcadas con biotina. 
Cada sonda de ADN requiere unos tampones de hibridación. La sonda de 
genoma total (concentración final de 4,3 ng/µl), requiere formamida al 50 %, 2x 
SSC, 10 % de dextran sulfato y 100mM de fosfato cálcico, pH 7. 
2.	 Sonda para el genoma total excepto las secuencias teloméricas, en hámster, 
marcada con biotina. En este caso, la sonda de genoma total se mezcló con ADN 
telomérico sin marcar, 50 veces en exceso, generado previamente mediante PCR 
en ausencia de molde. 
3.	 Sonda para todos los Telómeros, marcada directamente con estreptavidina Cy-3 
(Cambio). 
4.	 Sonda para el ADN satélite principal de ratón, marcada directamente con 
estreptavidina Cy-3 (Cambio). 
5.	 Sonda para el satélite alfoide del cromosoma X(locus DXZI), marcada con 
biotina (Appligene Oncor Cytocell). Los portaobjetos se desnaturalizaron 
primero en NaOH O,1M en etanol al 50%, durante 2,Smin a temperatura 
ambiente y luego se hibridaron. El tampón de hibridación requerido fue Hibrisol 
VI (Appligene Oncor Cytocell): 65% formamida / 2xSSC. 
•­ Soluciones de lavado de las sondas. Deben prepararse todas en el momento de 
usarlas. 
Lavado de sonda para el genoma total, para los telómeros y para el 
satélite principal: 
1.­ 50% de fonnamida / 2xSSC, pH 7, 2 lavados de Smin, a temperatura 
ambiente. 
2.­ 2xSSC, pH 7, 2 lavados de 3min, a temperatura ambiente. 
Lavado de sonda DXZ1: 
I.­ 60% de formamida / 2xSSC, pH 7, 2 lavados de Smin, a 42°C. 
59
 
Material y Métodos 
2.­ 2xSSC, pH 7, 2 lavados de 3min, a 37°C. 
•­ Solución Bloqueante: 5% BSA, 4x SSC, 0,1 % Tritón X-100. Se empleó a 37°C 
durante Smin. Se almacenó en alícuotas a-20°C. 
•­ Reactivos de detección: para las sondas marcadas con biotina se usó 
estreptavidina-Cy3 (Sigma), preparada fresca en la solución tampón adecuada (1 
% BSA, 4x SSC, 0,1 % Tritón X-100) al 1:200. En los casos de cohibridación se 
empleó avidina DCS-FITC, se preparó también en el momento, en la misma 
solución tampón (1 % BSA, 4x SSC, 0,1 % Tritón X-100) al 1:400. Se empleó a 
37°C durante 30min. El tampón para los anticuerpos se almacenó en alícuotas a 
-20°C. 
•­ Solución para el lavado de los anticuerpos. Se compone de 4x SSC, 0,1 % Tritón 
X-100, pH 7. Se realizaron 3 lavados de 2min a temperatura ambiente. Se 
guardó a 4°C. 
•­ Solución para la contratinción: DAPI (lµg/ml 0 2µg/ml) en Vectashield 
(Vector). Se almacenó a 4°C. 
MÉTODOS 
1.­ DBD-FISH 
Gelificación de los portaobjetos 
1.­ Tras preparar en el microondas la agarosa estándar al 0,65 % en agua, en una jan•a 
Coplin, se mantuvo caliente a 70°C en un baño. 
2.­ Se sumergieron los portaobjetos (tipo estándar) de forma vertical durante 2s y se 
depositaron inmediatamente sobre una placa metálica fría, en horizontal, para que 
solidificara la agarosa. 
3.­ Los portaobjetos pasaron luego a una estufa a 80°C hasta que la agarosa se secó por 
completo, formando una finísima capa finnemente adherida al cristal. Los 
portaobjetos así tratados se pueden utilizar inmediatamente o almacenar en una caja 
bien cerrada a temperatura ambiente durante varios meses. 
60
 
Material y Métodos 
Preparaeión de la muestra 
Leucocitos de sangre periférica humana. Se utilizó sangre periférica 
procedente de donantes sanos. Se extrajo de vía venosa en tubo de 5 ml con 
anticoagulante EDTA. Se dejó sedimentar unos minutos a temperatura ambiente, 
hasta que se formó una capa de plasma ("buffy-coat") suficiente para la 
realización del experimento, aproximadamente 1 ml. Esta capa, contiene células 
blancas, con plaquetas y algunos eritrocitos, que no interfieren en el estudio 
porque carecen de material genético, y son eliminados por las soluciones de lisis. 
Líneas celulares humanas M059J (deficiente en la reparación de 
roturas de cadena doble) y M059K (línea parental). Son células con morfología 
de fibroblastos, aisladas de un tumor de un hombre de 33 años, correspondiendo 
a un glioblastoma maligno no tratado. Las líneas celulares crecieron en 
monocapa, en oscuridad, a 37°C, en medio RPMI suplementado con suero 
bovino fetal 10%, con antibióticos y con L-glutamina. Las células se despegaron 
mecánicamente y se resuspendieron en medio RPMI. Las células se irradiaron 
durante el crecimiento exponencial. 
Esplenocitos de ratón. Los ratones utilizados en el estudio fueron los 
descritos por Zhu et al., 1996. Se prepararon suspensiones celulares en medio 
RPMI mediante disgregación mecánica de los bazos. Los esplenocitos se 
recogieron en un tubo eppendorf de I,SmI, después de sedimentar durante 5 
minutos, el sobrenadante se transfirió a otro tubo. Finalmente se centrifugó a 
3.480 r.p.m. durante Smin y las células del pellet se resuspendieron en medio 
RPMI. 
Líneas celulares de hámster chino. Se emplearon dos líneas control 
(CH09 y V79), dos líneas mutantes sin actividad DNA-PKcs (XR-C1 y XR-C2) 
y una línea mutante en Rad S 1 C(CL-V4B). Las líneas celulares crecieron en 
monocapa, en oscuridad, a 37°C, en medio RPMI suplementado con suero 
bovino fetal 10%, con antibióticos y con L-glutamina. Las células se despegaron 
mecánicamente y se resuspendieron en medio RPMI. Las células se irradiaron 
durante el crecimiento exponencial. 
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Una vez que se tienen las muestras, se observaron al microscopio óptico para ajustar 
la cantidad de células diluyendo o concentrando si fuera necesario. Esto fue necesario 
porque si la cantidad de células era muy elevada se dificultaba la captura de imágenes al 
microscopio ya que la mayor parte de las células tendrían fibras entremezcladas y sería 
dificil encontrar células separadas unas de otras. Si por el contrario, hubiera muy poca 
concentración celular, también se prolongaría el tiempo de toma de imágenes. 
Formación de los microgeles 
1.­ Se preparó una agarosa de bajo punto de fusión al 1% en agua por calentamiento en 
un microondas, y se mantuvo a 37°C, en un tubo de cristal, en un baño. 
2.­ La muestra, a la concentración adecuada, se mezcló cuidadosamente con una 
micropipeta con la agarosa de bajo punto de fusión a 37°C, de modo que al final 
estaba a una concentración del 0,7 %. Es importante que la temperatura de la 
agarosa no sea superior a 37°C para no dañar a las células. 
3.­ Se pipetearon SOµI, 15µ1, 10,7µ1 u 8µ1 de la suspensión celular en agarosa, sobre la 
superficie del portaobjetos gelificado. A continuación se cubrió con un cubreobjetos 
de 24x60mm, de 1Ox60mm, 22x22mm o de 18x18mm, respectivamente, tratando 
de evitar la formación de burbujas. Esto se realizó sobre una placa metálica fría. 
4.­ Los portaobjetos se enfriaron a 4°C durante unos Smin para una adecuada 
solidificación de la agarosa. 
5.­ Se procedió a retirar los cubreobjetos, con mucho cuidado para no desprender el 
microgel del portaobjetos. En los casos de inducción de daño mediante irradiación, 
el cubreobjetos no se retiró hasta después de la irradiación. 
Inducción del daño en el ADN 
1.	 Rayos X 
Para inducir roturas en el ADN, se empleó radiación ionizante. El tipo de 
irradiación empleada fue rayos X. Se empleó una máquina Philips RT-100 utilizada en 
tratamientos de radioterapia superficial en el Centro Oncológico de Galicia. Se utilizó 
un filtro de Aluminio de 1,70mm, que deja pasar una energía de 100Kvp, se empleó un 
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colimador de 7x7 a una distancia de lOcm. La tasa de irradiación bajo estas condiciones 
es de 10 Gy / min. 
Durante la irradiación los portaobjetos se colocaron sobre una superficie fría 
para evitar la reparación celular. En cada portaobjetos, una parte del gel no fue sometida 
a imadiación, teniendo así un control no radiado que siguió los mismos pasos y 
condiciones que las muestras tratadas. 
Después de irradiar, el transporte de los geles se realizó también sobre una 
superficie fría para evitar la reparación, y después se colocaron en una nevera a 4°C 
durante unos minutos para posteriormente sacar los cubreobjetos. 
Cuando se administraron diferentes dosis de irradiación, por ejemplo para la 
realización de curvas dosis-respuesta, se aplicaron las dosis sobre el mismo 
portaobjetos, en líneas transversas a lo largo del portaobjetos, estando el portaobjetos 
situado bajo hielo, para mantenerlo frío pero sin que lleguen a congelarse las células. 
En el caso de experimentos de reparación, se irradiaron las células en monocapa 
bajo hielo y posteriormente se cambió el medio, a 37°C, dejando actuar a la maquinaria 
de reparación celular durante diferentes tiempos entre 0 y 60min. 
2.	 H10z 
El HzOZ se empleó para ver el efecto interactivo entre los rayos X y el H2O2. En 
este caso se irradió la mitad del portaobjetos como se ha descrito anteriormente y tras la 
irradiación, mediante la colocación de un cubreobjetos de plástico se trató con HZO2, 
incubando a 4°C durante Smin, una zona del portaobjetos que contenía una zona no 
irradiada y una zona inadiada. 
Neutralización y lisis 
1.­ Se sacó el cubreobjetos y el portaobjetos se situó inmediatamente en una bandeja 
con abundante solución de lisis 1. Dependiendo del experimento se varió tanto la 
temperatura como el tiempo de exposición a esta solución. 
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•­ 42°C, 45min, en el caso del experimento de los leucocitos humanos y de 
las líneas celulares humanas M059K y M059J y de hámster chino. 
•­ En el caso de los esplenocitos de ratón y de los leucocitos humanos, éstos 
no pasaron por esta solución. 
•­ 22°C, 30min, en el experimento de los modelos de migración del ADN 
mediante electroforesis en gel en dos dimensiones. 
•­ 22°C, 20 min, en el caso del marcaje de ADN desapareado en CH09. 
2.­ A continuación el portaobjetos se situaron en una bandeja con abundante solución 2. 
En este caso también se varió, dependiendo del experimento, tanto la temperatura 
como el tiempo de exposición a esta solución. 
•­ 42°C, 45min en el caso del experimento de los leucocitos humanos y de 
las líneas celulares humanas M059K y M059J y de hámster chino. 
•­ 22°C, 20min, en el caso de los esplenocitos de ratón y de los leucocitos 
humanos. 
•­ 22°C, 30min, en el experimento de los modelos de migración del ADN 
mediante electroforesis en gel en dos dimensiones. 
•­ 22°C, 10 min, en el caso del marcaje de ADN desapareado en CHO. 
Lavado 
Se realizó un lavado en solución salina isotónica, o en tampón TBE, durante 
l Omin. 
Electroforesis 
En los experimentos que se realizaron cometas, los portaobjetos se sitúan sobre la 
cubeta de electroforesis llena de una solución neutra (tampón TBE) o alcalina (NaOH 
0.03M), se ajustaron las condiciones a 20V (0.7V/cm), 12mA (85mA cuando realizó 
electroforesis alcalina), durante un periodo de tiempo que varió entre 2-15min (ver tabla 
2). En el experimento de modelos de migración del ADN mediante electroforesis en gel 
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en dos dimensiones, en la segunda electroforesis los portaobjetos se situaron en la 
cubeta de eletroforesis girándolos 90° respecto a la posición inicial. 
Unwinding alcalino 
La solución alcalina de unwinding se preparó reciente, dependiendo del 
experimento se varió la composición, tiempo y temperatura: 
•­ En el caso de los leucocitos humanos y de las líneas celulares humanas 
M059K y M059J y de hámster chino, se empleó la solución sin NaCI, 
durante 2,Smin a 7°C. 
•­ En el caso de la comparación entre los esplenocitos de ratón y de los 
leucocitos humanos se realizaron dos variantes, una con el unwinding 
con NaCI, durante 2,Smin a 7°C, y otra con el unwinding sin NaCI, 
durante 2,Smin a 22°C (esta es menos desnaturalizante). 
•­ En los experimentos de los modelos de migración del ADN mediante 
electroforesis en gel en dos dimensiones, se empleó el unwinding con 
NaCI, durante 2,Smin a 22°C. En el otro experimento no se realizó 
unwinding, y tras la deshidratación, se realizó una desnaturalización en 
NaOH O,1M en 50% etanol, durante 2,5 min. 
Neutralización 
Los portaobjetos se sumergieron en la solución neutralizante a temperatura 
ambiente, durante Smin. 
Lavados y deshidratación 
1.­ La siguiente solución a la que se transfirieron los portaobjetos es el tampón TBE (o 
la solución salina isotónica), en el cual se realizó un lavado a temperatura ambiente. 
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2.­ Los portaobjetos se transfirieron secuencialmente a baños de etanol de 2 min. a los 
siguientes porcentajes, 70, 90 y 100 %. Todos a temperatura ambiente. 
3.­ Tras el último alcohol, los portaobjetos se dejaron secar al aire a temperatura 
ambiente. Esto causa el colapso de la capa de agarosa, con los nucleoides en su 
interior. Después del secado, los portaobjetos se podían emplear inmediatamente 
para hibridar o se podían almacenar en oscuridad y a temperatura ambiente al menos 
durante un mes. 
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ESPLENOCITOS 
RATÓN-
LEUCOCITOS 
HUMANOS 
LEUCOCITOS 
HUMANOS/LÍNEAS 
M059J/M059K 
COMETAS 
BIDIMENSIONALES 
LÍNEAS 
CELULARES CHO 
MARCAJE 
REGIONES ADN 
DESAPAREADO 
EN CHO 
Iltlt^l)I^(IO\ IKR^UI\(IO\ IIRI2\DI^(lO\1 
L.ISIti 1 L[tiIti 1 Lltilti I I.Itilti 1 
45min-42°C 30mm-22°C 45min-42°C 20min-22°C 
L111^ ? I.Itil1 ? LLS11 ? I ItiIS ? I Itil^ 2 
20min-t^ ambicnte 45min-42"C 30min-22°C 45min-42°C I Omin-22"C 
IOmin o TBE IX TBE IX 2min o 1'BE l^i 7'BE 1X 
IIRR.^I)I ^(lO\1 
(Faectruforexis- Electrofnresis neutra ( Electrofuresis 
20V-12mA-12,Smin-22°C neutra) 
(20V-12mA-1 Smin-22°C 
l^ti^^l\UI\(; 1^^^^11^^D1\G (t'\^^INDI,VG CN^YINUING 
:^LC:ALI.AO U.(^:AI_.IS(1 ^LC.^L1^O1 ALC.^LIV^U 
Con 2,Smin 7°C con 2,Smin 22°C 
sin NaCI 2,Smin 7"C sin NaCI 2,Smin 7°C sin NaCI 2,?min 7°C 
I:rolpbn muut; bcan 
x4-Smin 22"C 
mung bean 
l anlpún mun(; bean 
45min 37"(: 
T:Impón 
c^ottucle:^ca 111 x4-
Smin 22"C 
e^onucleasa I11 
I allll)1111 
l'\I111U1'll':1\;1111 
30min 37"C 
911"-h;lectro(nresis 
(20V-85mA­
4min-22°C) o 
neutra (20V-12mA­
4min-22°C) 
Tris-HCI (1--4^1 Tris-HCI 0,4M Tris-HC'1 0,4^1 Tris-HCl U.4^1 
Smin, 22°C 5min, 22°C Smin, 22°C Smin, 22°C 
TC3F LX T[3F lX TC3F IX T13F IX T13f It 
2min 2min 2min 2min 2min 
^LCUHOI.Eti ^LCOHOLES ^LCOHOLGa VL(^OIIOLlfti U.(^t)11OLl^^.ti 
2miNcada uno 2min/cada uno 2min/cada uno 2miNcada uno 2miNcada uno 
Tabla 2. Secuencia dc pasos paza el tratamiento de las mucstras en los difĈrentes protocolos empleados. 
Los pasos entre pazéntesis indican que en unos casos se realizaron y en otros no. 
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Hibridación con sondas de ADN 
Las sondas desnaturalizadas o de una sola hebra, ya estaban marcadas 
directamente con fluorocromos o con haptenos, y se aplicaban sobre los portaobjetos 
secos. En principio se podía utilizar cualquier tipo de sonda. 
1.­ Las sondas de ADN de doble cadena se desnaturalizaron con sus repectivos 
tampones, a 70°C, 8min, en un tubo eppendorf sumergido en un baño termostático. 
Transcutrido este tiempo se pasaron inmediatamente a hielo unos 2-3min. 
2.­ Para un cubreobjetos de 24x60mm se aplicaron 30µ1 de la sonda sobre el 
portaobjetos, y para un cubreobjetos de 1Ox60mm se aplicaron 15µ1. A1 menos se 
podían hibridar dos sondas o combinaciones de sondas, al mismo tiempo, en un 
portaobjetos, siempre que las condiciones de hibridación, incubación y lavados 
fueran los mismos. 
•­ En el caso de los leucocitos humanos y de las líneas celulares 
humanas M059K y M059J se empleó sonda para el genoma total 
marcada con biotina mediante Traslado de Mella ("Nick Translation"). 
•­ En el caso de los esplenocitos de ratón y de los leucocitos humanos se 
utilizó sonda para el genoma total de ratón o de humanos, 
respectivamente, marcada con biotina mediante Traslado de Mella (Nick 
Translation). También se utilizó una mezcla de la sonda para el genoma 
total de ratón, marcada con biotina, con sonda para el ADN satélite 
principal de ratón, marcada con Cy-3. 
•­ En el experimento de los modelos de migración del ADN mediante 
electroforesis en gel en dos dimensiones, se empleó sonda para el 
genoma total humano marcada con biotina y sonda para el satélite alfoide 
del cromosoma X, marcada con biotina (DXZ 1). 
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•­ En el caso de las líneas celulares de hámster chino se utilizó sonda paza 
el genoma total de hámster marcada con biotina, y también se utilizó 
sonda para todos los telómeros marcada con Cy-3.También se empleó 
una mezcla de ambas sondas y sonda para el genoma total, bloqueando 
las secuencias teloméricas. Para esta última, el ADN telomérico se cortó 
mediante incubación con la ADNasa I. Se combinó con la sonda para el 
genoma total, se desnaturalizaron juntas y se pennitió una pre­
reasociación 15min a 37°C. Este paso fue necesario paza la supresión de 
la señal de las secuencias teloméricas en la sonda de genoma total. 
3.­ El portaobjetos con la sonda se incubó toda la noche, en oscuridad, a temperatura 
ambiente, en una cámara húmeda. 
Lavado de las sondas 
1.­ El cubreobjetos se sacó sumergiendo cuidadosamente el portaobjetos en vertical la 
solución de lavado correspondiente. 
2.­ La sonda que no se unió se eliminó en los lavados sucesivos con las soluciones de 
lavado que contenían formamida/SSC la primera y SSC la segunda solución, 
agitando delicadamente. 
•­ En el caso de la sonda para el genoma total humano, para el telómero de ratón y 
la sonda para el satélite principal, se realizaron dos lavados en 50% formamida / 
2xSSC, pH 7, temperatura ambiente, Smin cada uno, seguidos de dos lavados en 
2xSSC, pH 7, a temperatura ambiente, 3min cada uno. 
•­ En el caso de la sonda DXZ1 se realizaron 2 lavados en 60% de formamida / 
2xSSC, pH7, 42°C, de Smin, seguidos de 2 lavados en 2xSSC, pH7, a 37°C, 
3min. 
3.­ Después de los lavados de la sonda, los portaobjetos se pasaron un instante por una 
solución de lavado de anticuerpos. 
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4.­ Se extrajo el portaobjetos de dicha solución de lavado y se dejó escurrir el exceso de 
fluido por los bordes. A continuación, se contratiñeron los portaobjetos que fueron 
incubados con sondas marcadas directamente con fluorocromos, mientras que 
aquellos cuyas sondas poseen haptenos (por ej. biotina), se sometieron a los 
subsiguientes pasos de detección. 
Detección de las sondas 
1.­ Se pipetearon 100µ1 de solución bloqueante sobre el portaobjetos y luego se 
cubrieron con un cubreobjetos de plástico, incubando Smin a 37°C en una cámara 
húmeda. 
2.­ Se eliminó el cubreobjetos y se ladeó el portaobjetos para permitir drenar el exceso 
de fluido. 
3.­ Se añadieron 100µ1 de una solución con un reactivo de detección, formada por la 
proteína antibiotina, conjugada con el fluorocromo deseado, estreptavidina-Cy3 0 
avidina DCS-FITC, dependiendo del caso, disuelta en la solución de anticuerpos. Se 
cubrieron con un cubreobjetos plástico e incubaron durante 30min en una cámara 
húmeda a 37°C. 
Los protocolos estándar de FISH suelen requerir la amplificación de las señales. Sin 
embargo, con la técnica DBD-FISH, ya que se eliminan las proteínas con las 
soluciones de lisis, el acceso de los reactivos de detección a las secuencias 
respectivas, se ve facilitado, por lo que no se suele realizar la amplificación. 
4.­ Después de eliminar el cubreobjetos, se incubaron suavemente en solución de 
lavado (4T) a temperatura ambiente, 3 lavados de 2min cada uno. 
5.­ Se eliminó el exceso de fluido desde el borde. 
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Tinción de los nucleoides y visualización al microscopio 
1.­ Con una micropipeta se añadieron 30µ1 de solución de contratinción DAPI 
(2µg/ml). Ésta se cubrió con un cubreobjetos de cristal de 24x60mm evitando la 
formación de burbujas. 
2.­ Los nucleoides teñidos con DAPI se visualizaron al microscopio de epifluorescencia 
utilizando objetivos lOx, 40x y 100x y un filtro específico. La señal de DBD-FISH 
se observó con los objetivos de 40x y 100x, utilizando los filtros de fluorescencia 
apropiados (filtro "rojo" para Cy3, filtro "verde" para FITC y filtro "azul" para el 
DAP I). 
Obteneión de las imágenes 
Con una cámara CCD de alta sensibilidad, como la Ultrapix-1600 Astrocam, se 
tomaron y digitalizaron las imágenes fluorescentes. Tiene un formato de resolución 
espacial de hasta 1536 x 1024 pixels y distingue más de 16.000 niveles de gris. 
1.­ Las imágenes se adquirieron utilizando un nivel de resolución intermedio. 
2.­ El tiempo de exposición para la captura de las imágenes fue determinado por las 
señales con las intensidades más alta y más baja de todo el experimento. La señal 
más fuerte no debía estar saturada en el nivel de gris dentro de su campo, y la menor 
debía discriminarse claramente (en estos casos utilizamos SOOms). Siempre se 
utilizó el mismo objetivo (100x) y magnificación de zoom (0,90x). Todas las 
imágenes tomadas a continuación se adquirieron al mismo nivel de resolución y 
tiempo de exposición. 
3.­ Antes de tomar las imágenes hubo que realizar dos pasos de calibrado: 
.­ Se adquirió una imagen de referencia del nivel de fondo oscuro, correspondiente 
al ruido electrónico detectado por la cámara CCD bajo las condiciones 
específicas de captura de imágenes. 
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.­ En un área del portaobjetos sin señal de FISH, se tomó una imagen "flatfield". 
Deben usarse las mismas condiciones, filtro y objetivo que para las imágenes de 
DBD-FISH. Es una imagen de referencia para las variaciones en la iluminación 
dentro del campo de visualización de la muestra debida a la autofluorescencia 
por la óptica del microscopio, sensibilidad de la cámara CCD y fuentes externas. 
Cada portaobjetos deberá tener su propia imagen "flatfield". 
4.­ Se adquirieron grupos de 50 imágenes de las señales de DBD-FISH seleccionadas al 
azar para cada punto experimental. 
5.­ Cada imagen de la secuencia se corrigió con las dos imágenes de referencia 
obtenidas previamente. 
6.­ Dicha secuencia se grabó en un archivo bajo el formato de la cámara (.apf). 
7.­ A continuación se capturó una nueva secuencia de imágenes de otro punto 
experimental, se realizaron las correcciones oportunas, se archivaron y así 
sucesivamente. 
8.­ En nuestro caso, cada una de las secuencias de imágenes que se analizaron se 
exportaron desde su formato .apf a un archivo del tipo .img (imager 2), ya que el 
sistema de análisis de imágenes digitales no es capaz de operar con el tipo de 
archivo de la cámara. L.a transfonnación no modifica los niveles de gris, y cada 
imagen aparece numerada y por separado. 
Análisis de las imágenes 
Las imágenes obtenidas con la cámara CCD se analizaron utilizando un software 
para análisis adecuado. Nosotros diseñamos dos rutinas semiautomáticas que funcionan 
bajo un sistema abierto como el Visilog 5.1 (Noesis). Una de las rutinas se dedicó al 
análisis de las grandes señales extendidas de DBD-FISH de la sonda de genoma total, 
mientras que la otra se empleó para analizar las típicas señales de puntos que se 
obtuvieron con el resto de las sondas. 
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Los principales pasos en el sistema de análisis fueron: 
1.­ Selección del área de interés dentro de toda la imagen. Ésta era generalmente 
un rectángulo seleccionado por el operador en la región que contiene la señal 
específica a analizar, e incluía la fluorescencia basal circundante. 
2.­ Determinación del umbral para obtener una imagen binaria. Se elegía un 
nivel de gris de segmentación para separar la señal de DBD-FISH de la del 
fondo. Los niveles más altos de gris correspondían a la señal fluorescente, y 
los más bajos al fondo. 
3.­ Para cada pixel, se sustrajo automáticamente el nivel medio de gris del fondo 
a su propio nivel de gris de la señal de DBD-FISH. 
4.­ Se midieron tres-cuatro variables para cada señal de DBD-FISH y se 
exportaron como archivos .txt a una hoja de Excel para su análisis 
estadístico. 
•­ Área (A): número de pixels. Las roturas en el ADN provocaron la 
relajación de los bucles del nucleoide, incrementando el área de la 
señal. 
•­ Intensidad Media de Fluorescencia (MFI): Nivel medio de gris de 
todos los pixels. 
•­ Intensidad total de Fluorescencia (WFI=A x MFI): Es la suma de 
los niveles de gris de todos los pixels que abarca la señal de DBD-
FISH. 
•­ Longitud del cometa: longitud medida desde el extremo de la 
cabeza del cometa hasta el extremo de la cola. 
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Análisis estadístico 
Los datos obtenidos se transportaron a un archivo estándar de Excel. Cada 
grupo de datos se archivó en un fichero específico con todos los datos identificativos 
correspondientes, y se realizó el análisis estadístico. 
Empleando la estadística descriptiva proporcionada por el software de este 
programa, se calcularon la media, varianza, desviación típica, coeficientes de variación, 
etc. Además se realizaron análisis de la varianza entre los distintos grupos de datos, 
(ANOVA de una y dos vías, p<0.05). Con las medias se realizaron las gráficas 
pertinentes y se determinaron las rectas de regresión y ajustes de la recta, con sus 
valores de desviación. 
2. FISH EN METAFASES 
Preparación de la muestra 
Las células L929 de ratón se crecieron en monocapa a 37°C en medio RPMI 
suplementado con I S% de suero bovino fetal, antibióticos y L-glutamina. Las células se 
detuvieron en metafase mediante el tratamiento con colchicina O.Sµg/ml, durante 3 
horas. 
Las células se pasaron a un tubo de cristal y se centrifugan a 1.100 rpm, durante 
5 minutos a temperatura ambiente. Tras eliminar el sobrenadante se realizó el 
tratamiento hipotónico con KCI 0,075M, a 37°C, 8 min. 
Se centrifugó de nuevo y se eliminó el sobrenadante. Se realizó la fijación en 
Carnoy frío, metanol : ácido acético (3:1), se mezcló y se centrifugó, repitiendo el 
proceso tres veces. 
El último pellet se dejó con algo de Carnoy para realizar la extensión. Ésta se 
realiza dejando caer una gota sobre un portaobjetos limpio, y dejando secar al aire. 
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Desnaturalización 
Las extensiones de cromosomas siguen un protocolo algo diferente del descrito 
hasta ahora, ya que siguen el protocolo de FISH convencional. 
Los portaobjetos se dejaron una hora en una cámara húmeda a 37°C con unas 
gotas de 2xSSC recubiertas con un parafilm. Pasado este tiempo se deshidrataron con 
alcoholes fríos al 70, 90 y 100% durante Smin cada uno. Tras secar se pasaron por una 
solución de desnaturalización (2xSSC, 70% formamida) a 69°C, 2min. Se volvieron a 
deshidratar (2min cada alcohol) y se dejaron secar a temperatura ambiente. 
Hibridación 
Una vez que las extensiones citogenéticas están desnaturalizadas, se 
procedió a la hibridación con sondas, que se realizó del mismo modo a como se realizó 
en el protocolo de DBD-FISH: se mantuvo la sonda a 70°C durante 8min, después se 
pasó a hielo 2-3min y se incubó durante toda la noche en los portaobjetos, a temperatura 
ambiente. En las células de ratón, se co-hibridaron la sonda para el ADN satélite 
principal de ratón, marcada con Cy-3, y la sonda para el genoma total, marcada con 
biotina. Esta mezcla se desnaturalizó del mismo modo como se ha descrito en el 
protocolo de DBD-FISH, a 70°C durante 8min, después se pasó a hielo 2-3min y se 
incubó durante toda la noche en los portaobjetos, tanto a 37°C, como a temperatura 
ambiente. 
Lavado
 
Los portaobjetos se lavaron de modo similar al descrito en el protocolo de DBD-
FISH, con la única diferencia de se deben agitar vigorosamente los portaobjetos en las 
soluciones de lavado. Se lavaron dos veces en formamida al 50% / 2xSSC, pH 7, Smin, 
y dos veces en 2xSSC, pH 7, 3min. Los portaobjetos hibridados a 37°C se lavaron 
también a esta temperatura, mientras que los portaobjetos hibridados a temperatura 
ambiente, se lavaron a temperatura ambiente. 
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Detección de sondas 
La sonda para el genoma total se detectó mediante la incubación con avidina 
(1:400) marcada con FITC, durante 30min. La sonda para el ADN satélite principal ya 
estaba marcada con Cy-3. 
Tinción de los cromosomas y visualización al microscopio 
Con una micropipeta se añadieron aproximadamente 18µ1 de solución de 
contratinción DAPI (1 µg/ml) al portaobjetos. Éste se cubrió con un cubreobjetos de 
cristal de 22x22mm evitando la formación de burbujas. 
Del mismo modo que se hizo con el DBD-FISH, las señales fluorescentes de los 
cromosomas se capturaron con el mismo equipo de microscopía y cámara digital. Las 
señales capturadas se sometieron también a las correcciones de iluminación debidas a 
errores de la óptica, y una vez transportadas como archivos .img, analizadas con el 
software Visilog 5.1 para obtener los valores de área, intensidad media e intensidad total 
de la señal. 
La intensidad de la señal media de la sonda del genoma global en las regiones 
pericentrómericas y en los brazos de los cromosomas se estableció en 10 cromosomas 
de 10 mitosis procedentes de portaobjetos hibridados a temperatura ambiente o a 37°C. 
Para este fin, se determinó un perfil de la intensidad de pixels a través de la selección de 
una línea a lo largo del eje cromatínico, utilizando el plot view de la cámara. 
3. MARCAJE DE REGIONES DE ADN DESAPAREADO 
En el caso de las células de hámster chino, tras las lisis, los portaobjetos se 
lavaron en tampón TBE y se incubaron en NaCI 0.9% durante Smin y después en 
exceso tampón de reacción de nucleasa mung bean (Na acetato SOmM, NaCI 100mM, 
ZnClz 1mM, pH 5), 4 veces durante Smin. Después, la mitad del portaobjetos se incubó 
con 25 unidades de nucleasa mung bean (BioLabs), nucleasa que digiere fragmentos de 
ADN de cadena sencilla, en SOµI de buffer de reacción, durante 45min a 37°C, mientras 
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que la otra mitad se incubó con tampón de reacción de mung bean, durante 45min a 
37°C. Previamente ambas mitades del microgel fueron separadas, rascando con una 
espátula. Después de esto, los nucleoides se incubaron con tampón de exonucleasa III, 
(MgCIZ 0,66mM, Tris-HCl 66mM, pH 8), 4 veces durante Smin. La mitad del 
portaobjetos, incluyendo un área del microgel previamente incubada con nucleasa mung 
bean y un área incubada solamente con tampón de reacción de mung bean, se incubaron 
con 100 unidades de exonucleasa III (BioLabs) en SOµI de tampón de reacción, durante 
30min a 37°C. La exonucleasa III transforma los extremos 3'-OH resultantes de la 
digestión con la nucleasa mung bean en tramos de ADN de cadena sencilla. El resto del 
portaobjetos se cubrió exclusivamente con tampón de exonucleasa III. Después de Smin 
de lavado en tampón TBE, los portaobjetos se deshidrataron en etanol y se dejaron secar 
al aire. EI ADN de cadena sencilla generado por la exonucleasa III se detectó mediante 
hibridación con una mezcla de sonda de genoma total y de telómero. Esto es equivalente 
al FISH con una desnaturalización enzimática (Gosálvez et al., 2002). El incremento en 
la señal de hibridación tras la secuencia nucleasa mung bean-exonucleasa III comparado 
con la exonucleasa III solo será dependiente del ADNcs extra generado por la 
exonucleasa III en los segmentos de ADN sin emparejar eliminados por la nucleasa 
mung bean. 
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Resultados y Discusión 
En este estudio se quiere analizar, mediante DBD-FISH, cómo es la señal basal 
en el ADN de ratones y si existe alguna secuencia repetitiva responsable mayoritaria de 
la señal basal y que implique la presencia de lugares lábiles alcalinos constitutivos, al 
igual que se observó en los satélites de 5 pb humanos (Fernández et al., 2001 b). 
Para lograr nuestros objetivos, primero realizamos una comparación entre las 
señales basales que obtuvimos tanto en los leucocitos humanos como en los 
esplenocitos de ratón, después de hibridar con sonda para el genoma total. El protocolo 
que se siguió está descrito en Material y Métodos (tabla 2). En la figura 9 y en la tabla 3 
podemos observar la señal basal que se obtuvo tanto en los leucocitos humanos como en 
los esplenocitos de ratón al hibridar con sonda para el genoma total. 
Se utilizaron dos condiciones desnaturalizantes, una menos restrictiva 
(desnaturalización alcalina con NaCI a 7°C) y otra más restrictiva (desnaturalización 
alcalina sin NaCI a 22°C). El empleo de la condición desnaturalizante más restrictiva no 
modificó el área de la señal obtenida ni en los leucocitos humanos ni en los esplenocitos 
de ratón (t-Student, p<0,05), en comparación con lo que se obtuvo con la 
dcsnaturalización alcalina menos restrictiva. 
Sin embargo, la desnaturalización sin NaCI a 22°C provocó una disminución de 
la intensidad de fluorescencia media y total en el caso de leucocitos humanos 
aproximadamente en 27 veces (relación desnaturalización con NaCI a 7°C/ 
desnaturalización sin NaCI a 22°C en la intensidad media de fluorescencia y total: 
1,32/0,05; 5061,60/182,35). 
En el caso de los esplenocitos de ratón la disminución de la intensidad de 
fluorescencia media y total fue de solamente 3,6 veces (relación desnaturalización con 
NaCI a 7°C/ desnaturalización sin NaCI a 22°C en la intensidad media de fluorescencia 
y total: 2,64/0,72; 32274,37/9085,74). 
Aunque ambos tipos celulares tienen más o menos un tamaño de genoma de 
aproximadamente 6.000 Mb por núcleo diploide (Strachan, 1999), los esplenocitos de 
ratón, en comparación con los leucocitos humanos, presentan en ambos protocolos de 
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desnattlralización una señal basal de tamaño 3 veces mayor (relación entre áreas en las 
mismas condiciones desnaturalizantes ratón/humano: 12,05/4,04; 12,28/3,65). 
Además, si comparamos la intensidad media de fluorescencia entre las células de 
ratones y de humanos se produce un aumento de 2(relación intensidad media de 
fluorescencia de ratón/intensidad media de fluorescencia humano en solución 
desnaturalizante con NaCI a 7°C: 2,64/1,32) a 15 veces (relación intensidad de 
fluorescencia media de ratón/intensidad media de fluorescencia humano en solución 
desnaturalizante sin NaCI a 22°C: 0,72/0,05) al emplear las condiciones 
desnaturalizantes más restrictivas. 
Del mismo modo, al comparar las intensidades de fluorescencia total, se observa 
un aumento de 6(relación intensidad total de fluorescencia de ratón/intensidad total de 
fluorescencia de humano en solución desnaturalizante con NaCI a 7°C: 
32274,37/5061,60) a 50 (relación intensidad total de fluorescencia de ratón/intensidad 
total de fluorescencia de humano en solución desnaturalizante sin NaCI a 22°C: 
9085,74/182,35) veces. 
Los dos tipos celulares se procesaron simultáneamente en el mismo portaobjetos 
para evitar las posibles variaciones entre experimentos o entre portaobjetos. 
Tabla 3. Pazámetros de la señal basal de DBD-FISH, obtenidas en leucocitos humanos y en 
esplenocitos de ratón tras la hibridación con la respectiva sonda para el genoma total, revelada con avidin-
FITC (verde). A: unwinding alcalino con NaCI a 7°C. B: unwinding alcalino sin NaCI a 22°C. 
NUMANO* RATÓN* RATÓN/ HUMANO 
Área ( S) A: 4,04 t 0,95 12,05 f 2,91 2,98 
(número de pixels) B: 3,65 t 0,93 12,28 t 1,95 3,36 
Inteusidad Medis de Fluorescencia A: 1,32 t 0,46 2,64 f 0,46 2,01 
(MFI )(nivel de grises medio) B: 0,05 f 0,01 0,72 f 0,25 14,91 
Intensidad Total de Fluorescencia A: 5061,60 f 1393,04 32274,37 f 10003,71 6,38 
( S x MFI ) B: 182,35 ± 51,64 9085,74 t 3849,15 49,82 
'Estos datos se presentan dividos entre 1000 
Además, se puede observar en la figura 9 que la señal basal de DBD-FISH no es 
homogénea ni en el nucleoide de los leucocitos humanos ni en el de los esplenocitos de 
ratón, distinguiéndose áreas restringidas con elevado marcaje. En los leucocitos 
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humanos, la solución alcalina con NaCI a 7°C provoca una desnaturalización bastante 
restrictiva (Vázquez-Gundín et al., 2000; Fernández et al., 2001b), y permite discriminar 
mejor las áreas de elevado marcaje en el núcleo. Sin embargo, aunque los esplenocitos 
de ratón también presentan esa diferencia intragenómica en la señal basal cuando se 
emplea esta solución desnaturali-rante con NaCI, el contraste entre las regiones más 
sensibles aumentó considerablemente al utilizar una desnaturalización aún más 
restrictiva (sin NaCI). 
® m 
Figura 9. Señal basal dc DBU-FISH (verde-FI'fC) obtenidas con la sonda para el genoma total en Icucocitos 
humanos (izquierda) y en esplenocitos de ratón (derecha). Los núcleos se contratiñeron con UAPI (azul). (a) células 
humanas tratadas con solución de unwinding 0.03 M NaOH, lM NaCI, iC; (b) células de ratón tratadas con el 
mismo tipo de unwinding; (c) células humanas tratadas con solución de unwinding 0.03 M NaOH, 22°C; (d) células 
de ratón tratadas con cl mismo tipo de solución de unwinding. La señal basal no es homogénea en el núcleo celular. 
Las células de ratón presentan una señal basal más fuerte que las células humanas. Esta diferencia se aprecia mas 
cuando se emplea la segunda solución de unwinding, menos desnaturalizante. 
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Debido a que en trabajos anteriores, se demostró que la señal basal de DBD-
FISH en leucocitos humanos estaba íntimamente relacionada con las secuencias de 
ADN satélite clásico de Spb (Fernández et aL, 2001 b), es posible que la señal basal en 
los esplenocitos de ratón pudiese estar también relacionada con secuencias de ADN 
satélite heterocromático. Además, la elevada señal basal que aparece en estos 
esplenocitos de ratón, en comparación con la señal basal de los leucocitos humanos, 
indicaba que se trataba de una secuencia muy abundante, en caso de ser una secuencia 
única. El ADN satélite principal de ratones era un candidato razonable, ya que es una 
secuencia de ADN satélite heterocromático muy abundante. Si esto fuese cierto, las 
áreas nucleares con fuerte señal basal en DBD-FISH tras la hibridación con sonda para 
el genoma total, deberían ser también las áreas que hibriden con la sonda para la 
secuencia de ADN satélite principal. Para probar esta hipótesis realizamos una 
cohibridación simultánea de ambas sondas. 
Existe la posibilidad de que aunque el ADN de cadena sencilla producido por la 
desnaturalización en las células de ratón se distribuyera homogéneamente entre las 
distintas secuencias de ADN, la sonda para el genoma total hibridara preferencialmente 
en las zonas de ADN de cadena sencilla que correspondieran a las áreas de ADN satélite 
repetitivo, sesgando los resultados. Para analizar si esto ocurría, se hibridaron 
cromosomas en metafase procedentes de células L-929, con sonda para el genoma total 
(revelado con FITC) y con sonda para el satélite principal (marcada con Cy-3), de 
forma simultánea. Si realizábamos la hibridación y el lavado a 37°C, el perfil de la 
intensidad de pixels para la sonda del genoma total a través del eje cromatídico 
indicaba que las regiones heterocromáticas pericentroméricas correspondientes a las 
áreas del ADN satélite principal, hibridaban 1,54 ± 0,11 veces más sonda que en el resto 
de los brazos cromosómicos (Fig. l0a). Sin embargo, cuando la hibridación y los 
lavados se realizaron a temperatura ambiente (22°C), esta diferencia desaparecía casi 
completamente, disminuyendo a 1,11 ± 0,06 veces (Fig. ] Ob). Por lo tanto, la 
incubación a 37°C restringía la hibridación de las secuencias simples (no repetitivas) de 
ADN procedentes de los brazos del cromosoma, mientras que las secuencias de ADN 
satélite hibridaban fuertemente debido a su naturaleza repetitiva. Sin embargo, la 
incubación a temperatura ambiente disminuyó el rigor de la hibridación en los brazos 
cromosómicos, hibridando más sonda y eliminado casi totalmente la hibridación 
x^
 
Rc^.ct^llados y Disca^sirin 
preferencial de las secuencias de ADN repetitivo procedentes de la sonda del genoma 
total. 
m 
Figura 10. Mitosis de ratón L-929 hibridadas simultáneamcnte con sonda para cl genoma global (vcrdc) y con sonda 
para el satélitc principal (rojo): (a) a 37°C, (b) o a 22°C. La hibridación a 22°C cvita casi complctamcntc la hibridación 
preferencial de la sonda del genoma global en las áreas del satélite principal, observadas a 37°G Los cromosomas sc 
contratiñeron con DAPI (azul). 
En nuestro protocolo de DBD-FISH, las sondas para el genoma total se hibridan 
siempre a temperatura ambiente durante 20 horas, evitando casi completamente las 
hibridaciones preferenciales. Teniendo esto en cuenta, la co-hibridación con sondas para 
el genoma total y para el ADN satélite principal se realizó a temperatura ambiente, en 
esplenocitos de ratón, desnaturalizados en una solución alcalina sin NaCL Como se 
puede ver en la figura lla y b, ambas sondas están co-localizadas, demostrando 
entonces, que la secuencia del ADN satélite principal es la principal responsable de la 
señal basal en las células de ratón. Esto quiere decir que el satélite principal de ratón es 
hipersensible a la desnaturalización alcalina, al igual que acontecía con el satélite de 5 
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pb humano. Posiblemente presenta modificaciones estructurales que favorecen la 
desnaturaliración por el álcali, esto es, contiene lugares lábiles alcalinos constitutivos. 
Figura 1 L Señal basal de DBD-F[SH en esplenocitos de ratón hibridados simultáneamente con: (a) sonda para cl 
genoma total (verde), y(b) sonda para el satélite principal (rojo). Las áreas de señal intensa con la sonda de genoma 
total colocalizan con el satélite principal. Los núclcos se contratiñeron con DAPI (aml). 
Si comparamos las secuencias del ADN satélite humano de 5 pb y las secuencias 
del ADN satélite principal de ratón vemos que existe cierto paralelismo entre ellas. 
Ambas familias proceden de unidades simples repetitivas, que se han amplificado a una 
unidad mayor, y que contienen algunas secuencias divergentes respecto a la unidad 
básica. Por ejemplo, la secuencia de ADN satélite de 5 pb específica para el cromosoma 
humano 9(locus D9Z3) es una secuencia repetitiva de 158 pb, que consiste en una 
secuencia de 10 nucleótidos CAACCCGACT, seguida por repeticiones divergentes de 5 
nucleótidos GGAAT (Moyzis et al., 1987). Por otro lado, el ADN satélite principal está 
compuesto de unidades repetitivas de 234 pb, generadas por duplicación de una unidad 
repetitiva de 117 pb. Cada unidad contiene dos subunidades que son un cuarto de 
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repetición con una mitad a y otra mitad (3, derivadas de una secuencia de 9 pb (Lewin, 
1997). Aunque existen diferentes subfamilias específicas en la secuencia del ADN 
satélite de 5 pb, el ADN satélite principal de ratón presenta un alto grado de 
homogeneidad en su secuencia (Vissel y Choo, 1989). Esta homogeneidad es 
posiblemente debido a una elevada frecuencia de intercambio entre cromosomas no 
homólogos, facilitada por la naturaleza telocéntrica de los cromosomas de ratón 
(Kipling et al., 1991). Ambos satélites, el humano de 5 pb y el principal de ratón, se 
localizan en zonas pericentroméricas, adyacentes a las secuencias satélites alfoides en 
humanos, o al satélite menor en ratón (Tyler-Smith y Willard, 1993). Los bloques de 
cromatina que contienen tanto los satélites de Spb como el satélite principal, aparecen 
teñidos intensamente con DAPI o con Distamicina A/ DAPI y se pueden descondensar 
mediante tratamiento con Hoechst 33258 (Sumner, 1990; Verma y Babu, 1995). 
Mientras que los satélites humano alfoide o el satélite menor de ratón tienen un papel 
clave en la función centromérica, asegurando la segregación cromosómica correcta, los 
satélites de 5 pb y el principal no tienen una función tan clara. 
Finalmente, queda de nuevo demostrada la elevada abundancia de lugares lábiles 
alcalinos constitutivos en ambos satélites y su notable similitud. La naturaleza de estos 
lugares lábiles alcalinos no está clara, pueden ser roturas enmascaradas, lugares 
abásicos, apurínicos o apirimidínicos (AP) o daño en desoxirribosas. Estos lugares 
lábiles alcalinos constitutivos se transforman en roturas de cadena de ADN por el 
tratamiento con el álcali. Las desoxirribosas alteradas, podrían ser más típicas de daño 
por radicales, por ejemplo, después de exposición a radiaciones ionizantes (von 
Sonntag, 1987). La formación de lugares AP en células normales vivas es un fenómeno 
bien conocido, especialmente los lugares AP originados por la pérdida de bases púricas 
producidos por la rotura espontánea del enlace entre el azúcar y la base púrica. Además, 
el metabolismo normal del oxígeno puede generar especies reactivas de oxígeno, que 
pueden atacar anillos púricos o pirimidínicos. De este modo, utilizando una sonda 
reactiva al aldehído, se estimó la generación de una tasa de 9000 lugares AP por 
célula/día, en condiciones fisiológicas (Nakamura et al., 1998), siendo esta cantidad 
dependiente de la edad (Atamna et al., 2000). Los lugares AP se reparan gracias a la 
acción de las endonucleasas AP, mediante el proceso de reparación por escisión de 
bases, aunque en Escherichia coli la reparación por recombinación también juega un 
papel importante (Otterlei et al., 2000). Como consecuencia de un desequilibrio entre la 
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escisión de bases y la reparación, pueden aparecer mutaciones por sustitución de bases, 
ya que la ADN polimerasa puede copiar sobre los lugares AP (Schaaper et al., 1982; 
Kunkel, 1984). Además, se ha demostrado que los lugares AP espontáneos no reparados 
pueden desencadenar la escisión por la topoisomerasa II, induciendo puntos de ruptura 
cromosómicos, como los próximos al lugar 11q23, que están relacionados con la 
leucemia humana (Kingma et al., 1997). 
En nuestro caso, hemos encontrado que los lugares lábiles alcalinos, tanto en las 
células de ratón como en las humanas, no están homogéneamente distribuidos en el 
genoma. La mayoria de ellos se concentran en áreas de secuencias de ADN específicas, 
por ejemplo, los satélites de 5 pb en humanos y el satélite principal en ratones. Esta 
especificidad sugiere que esta presencia de abundantes lugares alcalinos en 
determinadas secuencias no es resultado de un daño espontáneo, sino que es constitutivo 
de estas secuencias de ADN satélite. Esto podría ser tolerado por las células ya que los 
lugares lábiles alcalinos están presentes en regiones de heterocromatina no codificantes. 
Sin embargo, la reparación de los lugares AP debería tener lugar antes de la replicación 
del ADN, en la fase S tardía, para evitar las aberraciones cromosómicas. De hecho, los 
satélites humanos de 5 pb y el satélite principal de ratón están implicados en la 
formación de fusiones Robertsonianas entre cromosomas acrocéntricos y telocéntricos 
(Vissel y Choo, 1989; Gravholt et al., 1992). La elevada concentración de lugares 
lábiles alcalinos en ambas secuencias puede promover una especial fragilidad en esta 
cromatina específica. 
Los lugares lábiles alcalinos constitutivos se han descrito en el genoma total de 
espermatozoides de humanos y de ratones, en eritrocitos de pollo y en el ADN de riñón 
de ratón (Singh et al., 1989; Fairbain et al., 1994), y pueden estar relacionados con el 
elevado empaquetamiento de la cromatina característico de estas células. En 
consecuencia, la abundancia de lugares lábiles alcalinos en los satélites humanos de 5 
pb y en el satélite principal de ratón está probablemente relacionada con la estructura de 
la cromatina, altamente compactada en estas áreas heterocromáticas. Así, aunque las 
secuencias son diferentes, la organización espacial de la cromatina podria ser similar 
tanto en el área del satélite principal como en el área del satélite de 5 pb, constituyendo 
una estructura que promueve la estructuración adecuada de centrómeros y su activación 
en fibras de cromatina adyacentes que contienen las secuencias de ADN alfoide o del 
90
 
Resu/tados y Discusión 
satélite menor. Recientemente, resultados en simulaciones de dinámica molecular 
indican que los lugares AP perturban la estructura del ADN, induciendo una flexibilidad 
adicional, con aumento del movimiento de las bases y del esqueleto azúcar-fosfato cerca 
de los lugares AP (Barsky et al., 2000). Esto podría aportar un papel estructural a los 
lugares lábiles alcalinos constitutivos en secuencias de ADN satélite específicas, en 
relación con el elevado nivel de empaquetamiento de la cromatina. Estudios mas 
recientes en espermatozoides humanos (Muriel et al., 2004) y en las secuencias 
repetitivas teloméricas intersticiales (ITRS) de hámster chino (Rivero et al., 2004) 
parecen apuntar a otra posible naturaleza de los lugares lábiles alcalinos, ya que en 
ambos se ha observado una elevada sensibilidad a la digestión "in situ" con la nucleasa 
mung bean, indicando que pueden estar enriquecidos en pequeños segmentos de ADN 
sin emparejar. La elevada frecuencia de estos segmentos de ADN sin emparejar podría 
resultar en una estructura de la cromatina particular, permitiendo la constitución de 
áreas del genoma altamente compactadas. Esto se desarrollará con más detalle en el 
trabajo sobre los ITRS presentado más adelante. 
En relación con estudios de mutagénesis mediante DBD-FISH, empleando sonda 
para el genoma total, debemos destacar que la elevada señal basal en las áreas de ADN 
satélite principal implica una baja sensibilidad en la detección de niveles bajos de 
roturas inducidas. Esto podría ocurrir en todas las técnicas que incluyen el paso de 
desnaturalización alcalina. Este problema se podría solventar empleando condiciones 
desnaturalizantes muy restrictivas y/o suprimiendo la señal del satélite principal, 
mediante la hibridación con sonda para el genoma total bloqueada con exceso de ADN 
satélite principal de ratón, previa a la incubación en el portaobjetos. Si analizamos el 
efecto de las roturas del ADN inducidas específicamente en las áreas del ADN satélite 
principal, se podría esperar un ineremento con respecto a la señal basal solamente en un 
rango de dosis alto comparado con el resto del genoma de ratón. Además, deberia 
lograrse la saturación de la producción de ADN de cadena sencilla, desnaturalizado, con 
dosis más bajas que sobre las regiones con señal basal más baja. Finalmente, de la 
misma forma que sucede en las células humanas, la existencia de señales basales 
diferentes en secuencias de ADN distintas, da lugar a que para la comparación de 
sensibilidades entre diferentes secuencias de ADN, en estudios de dosis-respuesta, 
solamente se puedan emplear los valores relativos del incremento con respecto a cada 
señal basal específica. 
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Abstract
 
DNA breakage detec[ion-fluorescence in situ hybridization ( DBD-FISH) is a new procedure for detecting and yuantifying 
DNA breaks and alkali-labile si[es in single cells. Cells trapped within an agarose ma[rix are deproteinized and treated with 
an alkaline unwinding solution that transfortns DNA breaks and alkali-labile sites into single-strand DNA (ssDNA) mo[ifs 
s[aning from the end of the break. These ssDNA motifs are susceptible to being hybridized with whole genome or specific 
DNA probes, and detected using current FISH procedures. As DNA breaks increase in a target region, more ssDNA is pro­
duced and more DNA probe hybridizes, thus increasing the FISH signal, which may be captured and analyzed using a digi[al 
image analysis system. This increase can be reflected in the surface area, mean and whole fluorescence intensity of the signal. 
When intact mouse splenocytes were processed with this technique using a whole genome probe, a very strong background 
signal was evident when compared with human blood leukocytes. ln fact, when using 0.03 M NaOH as the alkaline unwinding 
solution at 27'C for 2.5 min, the whole fluorescence intensity from mice cells was 50 times higher than that from human cells, 
thus suggesting the existence of a high frequency of constitutive alkali-labile sites in the DNA from mouse cells. Furthermore, 
when alkaline unwound mouse cells were simultaneously hybtidized with the whole genome pmbe (FITC-revealed, green) and 
a major satellite DNA probe (Cy-3-labeled, red) both signals appeared co-localized. This result demonstrates that the high fre­
quency of constitutive alkali-labile sites detected in the mouse genome is mainly loca[ed in the major satellite DNA sequences, 
resembling the findings from human 5 bp classical satellite DNA sequences. © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved. 
Keywords: DNA breakage detection-FISH (DBD-FISH); Alkali-labile sites; DNA breaks; Satellite DNA; Major salellite 
1. Introduction 
DBD-FISH (DNA breakage detection FISH, 
Fetnández et al. [1] and Femández and Gosálvez [2]) 
allows in situ detection and quantification of DNA
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breaks and alkali-labile sites in the whole genome orfaz: +34-981-287122. 
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cells immersed in an agarose microgel, are exposed 
to an alkaline unwinding solution, deproteinized and 
dehydrated. The alkali transforms DNA breaks and 
alkali-labile sites into ssDNA areas which may be hy­
bridized with whole genome or specific DNA probes. 
As DNA breaks increase in a target region, more 
ssDNA is produced and more specific probe hy­
bridizes, resulting in a more intense FISH signal, 
that is quantified with an image analysis system. 
Conditions of unwinding may be adapted to produce 
different lengths of ssDNA starting from the ends of 
a DNA break [3,4]. Furthermore, the order of incu­
bation in unwinding and deproteinizing solutions can 
be changed [5] when it is desirable to improve the 
accessibility of the alkali to the target DNA. 
Besides induced DNA strand breaks and alkali-labile 
sites, the DBD-FISH procedure has been useful in 
certain structural analysis of native chromatin. Thus, 
the whole DNA from mature human sperm cells has 
been found to be arranged with a large number of 
constitu[ive alkali-labile sites [5,6]. The same phe­
nomenon has been demonstrated in human somatic 
cells (i.e. blood leukocytes), but specifically within 
the 5 bp classical satellite DNA sequences [7]. [n 
this report, we describe the background DBD-FISH 
signal in the whole genome of mouse cells, showing 
a very intense labeling, demonstrating that this is 
the consequence of a great abundance of constitutive 
alkali-labile sites specifically in the major satellite 
DNA sequences. 
2. Materials and methods 
2.1. FlSH in mito.res 
Mouse L929 cells, a subline from the classical 
L-line established by W.R. Earle in 1940 from areolar 
and adipose subcutaneous tissue from a male mouse, 
were grown in monolayer at 37°C in RPMI medium 
supplemented with 15% fetal calf serum, antibiotics 
and ^-glutamine. Cells were arrested at metaphase by 
a 3 h treatment with 0.5 µg/ml colchicine, hypotoni­
cally treated with 0.075 M KCI, fixed three times in 
methanol:acetic acid ( 3:1), spread onto glass slides 
and air-dried. 
Slides were denatured in 70% formamide/2 x SSC, 
pH 7, at 70°C for 2 min and dehydrated in increas­
ing ethanol series. A commercially available major 
mouse satellite DNA probe-Cy3-labeled (Cambio) 
was complemented with a mouse whole genome 
probe, biotin-labeled by nick-translation (4.3 µg/ml). 
The mixed probes were denatured for 8 min at 70°C 
and hybridized overnight onto denatured slides, either 
at 37°C or at room temperature (22°C). Slides were 
washed twice in 50%o formamide/2 x SSC, pH 7, 5 min 
and twice in 2 x SSC, pH 7, 3 min. Those hybridized 
at 37°C were also washed at this same temperature, 
whereas those hybridized at 22°C were washed at 
room temperature. Whole genome probe was detected 
by a 30 min incubation with FITC-labeled avidin 
(1:400), and slides were finally counterstained with 
DAPI (1 µg/ml) in Vectashield (Vector). 
Digital images were acquired with an Ultrapix 1600 
camera (Astrocam) and corrected for current dark im­
age and non-uniform illumination. The average signal 
intensity of the whole genome probe in pericen­
tromeric regions and in chromosome arms was estab­
lished in 10 chromosomes of 10 mitoses from slides 
either hybridized at 37°C or at room temperature. To 
this end, a profile of the pixel intensity was deterrnined 
through a current line selection along the chromatid 
axis, using the plot view function of the camera. 
2.2. DBD-F/SH 
The mice used in the study were the wild-rype 
described by Zhu et al. [8]. All mice were housed in 
our barrier area in Madrid, where pathogen-free pro­
cedures aze employed in all mouse rooms. Quarterly 
health moni[oring reports have been negative for all 
pathogens in accordance with FELASA recommen­
dations (Federation of European Laboratory Animal 
Science Associations). Single cell suspensions in 
RPMI medium were prepared from the spleen by me­
chanical disaggregation. Splenocytes were collected 
in a 1.5 ml Eppendorf tube. After 5 min sedimentation, 
the supernatant was transferred to another tube. Afier 
centrifugation at 1000 x g for 5 min, the cell pellet 
was resuspended in RPMI medium. Heparinized ve­
nous blood was obtained from a healthy, 37-year-old 
non-smoker male, who had not been exposed to geno­
toxic agents. Written informed consent was obtained. 
After 30 min sedimentation at room temperature, 1 ml 
of buffy coat containing blood leukocytes was trans­
ferred to an Eppendorf tube. After centrifugation at 
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1000 x g for 5 min, the cell pellet was resuspended 
in 1 ml of RPMI medium. 
Mouse splenocytes or human blood leukocytes, 
in RPMI 1640 medium, were separately mixed with 
low melting point agazose at 37°C, achieving a final 
concentration of 0.7°l0. 15 µl of the mixture were 
deposited onto a glass slide precoated with 0.65% 
standard agarose dried at 80°C, covered with a cover­
slip (10 mm x 60 mm) and allowed to solidify at 4°C. 
Half the length of the slide was covered with mouse 
splenocytes and the other half with human leuko­
cytes, so that both cell rypes could be simultaneously 
processed on the same slide. Coverslips were gently 
removed and the slides were placed in lysing solution 
(0.4 M Tris-HCI, 2 M NaCI, I%SDS, pH 7.5) at room 
temperature for 20 min. After protein removal, the 
resultant nucleoids were washed in abundant 0.9% 
NaCI for lOmin and then incubated in the alkaline 
unwinding solution for 2.5 min. Some slides were im­
mersed in 0.03 M NaOH, 1 M NaCI, pH 12.2 at 7°C, 
whereas others were placed in 0.03 M NaOH, without 
NaCI, at 22°C. The alkaline unwinding solution with­
out the NaCI is much less denaturant than that with 
NaCI [3]. After neutralizing with 0.4 M Tris-HCI, 
pH 7.5, 5 min, nucleoids were washed in TBE buffer 
for 2 min, dehydrated by sequential 70, 90 and 100% 
ethanol baths, 2 min each, and air-dried. 
Slides prepared using both unwinding conditions 
were hybridized ovemight, at room temperature, with 
a denatured whole genome (either human or mouse) 
biotin-labeled probe. In other experiments, mouse 
splenocytes were hybridized at room temperature with 
a mixture of a major satellite DNA probe-Cy3-labeled 
and the whole genome biotin-labeled probe. Slides 
were washed in 50% formamide/2 x SSC, pH 7, 
5 min, and twice in 2 x SSC, pH 7, 3 min, at room 
temperature. Whole genome probe was detected with 
FITC-labeled avidin (1:400), and nucleoids were 
counters[ained with DAPI (2 µg/ml) in Vectashield. 
Fluorescent signals were viewed under a DMRB 
epifluorescence microscope (Leica) equipped with a 
DMRD photoexposer, using a PL Fluotaz 100x objec­
tive and appropriate fluorescence filters. Nuclei were 
located under the DAPI filter (blue fluorescence). 
FITC-green signal from hybridized whole genome 
probe in each nucleus was acquired in black and white 
using a high sensitivity CCD camera (Ultrapix 1600, 
Astrocam), which distinguishes over 16,000 grey 
levels and allows subtraction of the current dark image, 
i.e. electronic noise, and con•ection for non-uniform 
sample illumination. Groups of 50 digital images, 
each con•esponding to a nucleus, were taken for each 
experimental point under similar conditions, stored in 
the file format of the camera (.apE) and then converted 
to .img files. Each experiment was repeated at least 
twice. [mage analysis was performed using a macro 
designed with Visilog 5.1 software (Ncesis). This 
allows for thresholding, background subuaction, and 
measures the surface azea (number of pixels), mean 
fluorescence intensity (MFq (mean grey level), and 
whole fluorescence intensity (area x mean fluores­
cence intensity: sum of the grey level from all pixels) 
of the signals. 
In case of co-hybridization of major satellite DNA 
and whole genome probes, images from different flu­
orochromes were merged using Adobe Photoshop 6.0 
softwaze. 
3. Results and discussion 
The background DBD-FISH signal in the whole 
genome of mouse and human cells is presented in 
Fig. I and Table l. Using very restricted denatur­
ing conditions (í.e. the alkaline unwinding solution 
without NaCI at 22°C) dces not modify the sur­
face of the signal (Student's t-test, P< 0.05) in 
either cell type compared with that obtained with 
the alkaline unwinding solution with NaCI at 7°C. 
Nevertheless, the former denaturing condition de­
creased the mean and whole fluorescence intensity 
approximately 27-fold in the case of human blood 
leukocytes. In the case of mouse splenocytes, this 
decrease was only 3.6-fold. Though both cell types 
have more or less the same genome size, about 
6.000 Mb per diploid nucleus [9], mouse cells yielded 
a background DBD-FISH signal three times more 
widespread than that of human cells, with both un­
winding protocols. Moreover, the difference in mean 
fluorescence intensity between mouse and human 
cells increased from 2 to IS times (7 times greater) 
when using the very highly restricted unwinding con­
dition. Thus, the difference in the whole fluorescence 
intensity increased from 6 to 50 times when using 
the weaker denaturing condition. Both cell types 
were simultaneously processed on the same slide, 
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Table I
 
Parameters of the background DBD-FISH signal, FITC-labeling (green), obtained in human blood leukocytes and mouse splenocytes after 
hybridization with the respective whole genome probe' 
Humanb Mouseb Mousell^uman 
Surface area (S) (number of pixels) A 
B 
4.04 f 0.95 
3.65 t 0.93 
12.05 t 2.91 
12.28 f 1.95 
2.98 
3.36 
MFI (mean gey levep A 
B 
I.32 f 0.46 
0.05 f 0.01 
2.64 f 0.46 
0.72 f 0.25 
2.01 
14.91 
Whole fluorescence intensity (S x MFI) A 
B 
5061.60 f 1393.04 
182.35 f 51.64 
32274.37 f 10003.71 
9085.74 f 3849.15 
6.38 
49.82 
a(A): alkaline unwinding with NaCI at 7°C; ( B): alkaline unwinding without NaCI at 22°C. 
b Data presented are divided by ]000. 
thus avoiding possible interexperimental or interslide whole genome probe should also be a target for hy­
variation. bridization for a major satellite DNA probe. Thus, a 
The background DBD-FISH signal dces not ap- simultaneous co-hybridization experiment with both 
pear to be homogeneous wiUĈn the nucleoid, either probes is the test of choice for this hypothesis. 
in human or mouse cells ( Fig. 1). Thus, several areas Nevertheless, the possibility exists that although 
with greater labeling can be distinguished. In the case [he ssDNA generated by the unwinding in mouse 
of human cells, unwinding with NaCI at 7°C is a cells could be approximately homogeneously dis­
very restricted denaturing condition compared with tributed among the different DNA sequences, the 
the same unwinding solution at 22°C [4,7]. This con- whole genome probe preferentially hybridized in that 
di[ion allows [o discriminate azeas of greater label- ssDNA corresponding to repetitive satellite DNA 
ing within the whole nucleus. Nevertheless, although areas, thus biasing the results. This possibility was as­
mouse cells also exhibit this intragenomic difference sayed by hybridizing metaphase chromosomes from 
in background labeling with alkaline unwinding with mouse L-929 cells simultaneously with the whole 
NaCI at 7°C, the contrast is considerably increased genome FTI'C-revealed probe and the major satellite 
when using an even more restricted unwinding, i.e. Cy3-labeled probe. If hybridized and washed at 37°C, 
without NaCI. In a previous report, the background the profile of the pixel intensity of the whole genome 
DBD-F[SH signal in human blood leukocytes was probe through the chromatid axis indicated that the 
demonstrated to be mainly dependent on the hete- pericentromeric heterochromatic regions, con•espond­
rochromatic 5 bp classical satellite DNA sequences ing to major satellite DNA sequence azeas, hybridized 
[7]. Thus, the background labeling in mouse cells was 1.54 f 0.11 times as much probe than the rest of 
thought to be related also to a heterochromatic satel- the chromosome arms (Fig. 2a). Nevertheless, when 
lite DNA sequence family. Furthermore, their much the hybridization and washings were performed at 
stmnger labeling compazed with human cells pointed room temperature (22°C), this difference almost com­
to a very abundant sequence. Mouse major satellite pletely disappeared, decreasing to 1.11 f 0.06 times 
DNA is a reasonable candidate since it is a highly (Fig. 2b). Incubation at 37°C restricted the hybridiza­
abundant heterochromatic satellite DNA sequence. If tion of single DNA sequences from chromosome arms 
this is true, the nuclear areas with strong background whereas satellite DNA sequences hybridized strongly 
DBD-FISH signal after hybridization with the mouse due to their repetitive nature. Hybridization at room 
Ŝ 
Fig. 1. Background DBD-FISH signal (FITC-green) obtained with a whole genome probe in human leukocytes (left) and mouse splenocytes 
(right). Nuclei were DAPI-counterstained (blue). (a) Human cell unwound with 0.03 M NaOH, I M NaCI, 7°C; (b) mouse cell unwound 
with this same solution; (c) human cell unwound with 0.03 M NaOH, 22°C; (d) mouse cell unwound with this same solution. Background 
signal is not homogeneous within the cell nucleus. Mouse cells show a stronger background than human cells, this difference being more 
remarkable when using the second less denaturant alkaline solution. 
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F'ig. 3. BacAground DHD-I1SH signal in nxwse splen^xytes simul­
uneously hybridized with: la) a whole genonx pmbr Igrernl. and 
Ibl a majw satellite DNA pmbe Iredl. Buth signaLs co-hwalirs. 
Nuclei wert UAPI-awnlcrsfained Iblue). 
Fig. l.
 
Fig. 2. Mouse 1.-929 mitosrs simultaneously hybridized with a whole genome prc^be ^green) and a major satellite UNA pmbr Itedl: lal at 
37°C. Ib) or at 2?°C. Hybridization at 22"C ahnost completrly avoids the preterential hybtidi7atlon of the wholr gcnumc pmFx• in majur 
satrlhte DNA areas. obsrrved at 3T^C. Chmtrmsomes were UAPLcounicrstained Iblur). 
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temperature relaxed the stringency of hybridization in 
chromosome arms, hybridizing more probe, then al­
most totally eliminating the preferential hybridization 
of the repetitive satellite DNA sequences from the 
whole genome probe. 
In our DBD-FISH protocol, whole genome probes 
are always hybridized at ra^m temperature for 20 h, 
thus almost aimpletely avoiding preferential hy­
bridizations.'1'aking this into account, cc>-hybridization 
of whole genume and major satellite DNA probcs 
was pcrformed at room temperature, on mouse 
splenocytes denatured in alkaline unwinding solu­
tions without NaCI. As shown in Fig. 3a and b, 
both probes co-localize, demonstrating that major 
satellite DNA sequenc:es are mainly responsible for 
the entire background DBD-FISH signal in mouse 
cells. 
The parallelísm between human classical 5 bp 
satellite DNA seyuences and mouse major satellite 
DNA sequences aze remarkable. Both families are 
derived from repetitive simple uníts, with the sub­
seyuent amplification of a unit larger than the basic 
mutif that contains some diverged sequcnces. For 
example, the specific 5 bp satellile UNA seyuences 
of human chromosome 9(1^13 Icxus) is a repeated 
sequence of 158 bp that consists of Ihe 10 nucleotide 
scyuencc CAACCCGAGT followed by diverged 5 
nucleotidc GGAAT repeats J 10). Otherwise, the ma­
jor satellite DNA is compoxd of repeating units of 
234 bp, generated by duplication of a 1 l7 bp repeat­
ing unit. Each contains two further subunits. Each of 
them is a yuarter-repeat containing an cY and [3 half, 
derived from a 9bp sequence [11^. Although díffer­
ent specitic subfamilies of human 5 bp satellite DNA 
sequence exist, mouse major satellite DNA exhibits 
a high degree of sequence homogeneity [ l2]. 'I7ris 
humogenization is possibly due to a high frequency 
ut' exchange between non-homologous chromosomes 
facilitated by the telocentric nature of mouse chro­
mosomcs [13J. Both human Sbp and mouse major 
satellites localize pericentromeric, adjacen[ to hu­
man alphoid or the eyuivalent mouse; minor satellite 
DNA seyuences [14]. Chromatin blocks contain­
ing either 5 bp or major satcllites appear intenscly 
stained with UAPI or lhstamycin/UAPI and may be 
undercondensed by treatment with Hoechst [ 15,16J, 
unlike the human alphoid or mousc minor satellites. 
Whereati these latter satellites have a key role in 
centromeric function ensuring proper chromosome 
segregation, 5 bp and major satellites do not have 
such a cleaz role. Finally, the great abundance of con­
s[itutive alkali-labilc sites in both satellites is a newly 
demonstrated and remarkable similarity. These arc 
DNA modiflcations that are transformed into DNA 
strand breaks by alkali treatment. Chemically, they 
correspond to abasic sites, apurinic or apyrimidinic 
(AP), or altered deoxyriboscs [17J, although the latter 
could be more typical of radical damage, e.g. after 
ionizing radiation. AP sites, specially, purine bases 
lost by spemtaneous fission of the base-sugar link, 
is a well known phcnomenon in normal living cells. 
Moreover, normal oxygen metabolism can generate 
reactive oxygen species that may attack purine and 
pyrimidine rings. Thus, using a novel aldehyde re­
active probe, a rate of 9000-AP sites per cell per 
day under physiological wnditions has been esti­
mated [18], the amount being age-dependent (19J. 
AP sites are repaired by AP endonucleases during 
the process of base excision repair, though recom­
bination and translesion DNA synthcsis alsu play 
a role, in Escheric•ltia ^oli [20J. As a conseyuence 
of' an imbalance in base excision/AP endonuclease 
repair, base-substitution mutations may arise, since 
DNA polymerase can copy over AP sites J21,22^. 
Funhermore, it has been reported that unrepaired 
spontaneous AP sites may trigger the [opoisomerase 
II cleavage, inducing chromosomal breakpoínts, 
like those proximal to the human Ieukemic 11q23 
site (23]. 
In our case, we found that alkali-labile sites, in 
human and mouse cells, as reported here, are not ho­
mogeneousty disUibuted within the genome, most of 
them being concentrated in specific DNA seyuence 
areas, i.e. 5 bp satellites in human and major satellite 
in mouse. 77ris speciticity suggests that they are not 
the result of spontaneous damage, being constitutive 
of these satellite DNA sequences. They should bc 
tolerated by the cells since they are present in hete­
roc;hromatic non-coding re^ions. Nevertheless, repair 
of AP sites should take place before their DNA repli­
cation in late S-phase, to avoid chromosomal aberra­
tions. ln fact, both human 5 bp sa[ellites and mouse 
major satellite were involved in the constilution of 
Robertsionan fusions between acnxentric or telocen­
tric chromosomes (12,24J. 'Ifie high concentration of 
alkali-labile sites in both sequences u^uld prorrwte a 
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special fragility in this specific chromatin. Constitutive 
alkali-labile sites have been described in the whole 
genome of human and mouse sperm, chicken erythro­
cytes and mouse kidney DNA [6,25], and might be 
related to the characteristic tight packing of chromatin 
in these cells. The abundance of alkali-labile sites in 
human 5 bp and mouse major satellites is probably re­
lated to the constitution of a specific highly compacted 
chromatin structure in these heterochromatic areas. 
Thus, though sequences are different, the spatial or­
ganization of chromatin could be similar in both 5 bp 
and major satellite areas, constituting an underlying 
swcture that promotes adequate centmmere assem­
bly and activation [26] in adjacent chromatin fibers 
containing alphoid or minor satellite DNA sequences. 
Recently, results of molecular dynamic simulations 
have indicated that the AP sites perturb canonical 
DNA structure, inducing an additional flexibility, with 
increasing motion of the bases and backbone near the 
AP site [27]. This could favor such a structural role 
for constitutive alkali-labile sites in specific satel­
lite DNA sequences for promoting tight chromatin 
packing. 
In relation to mutagenesis studies with DBD-FISH 
using a whole genome probe, the high background 
signal in major satellite DNA areas implies a low sen­
sitiviry to the detection of low levels of induced DNA 
breaks. This should be the case with all the techniques 
that include an alkaline incubation step. This problem 
could be overcame using very restrictive unwinding 
conditions and/or by suppressing the signal from the 
major satellite hybridizing the whole genome probe 
with excess of mouse major satellite DNA prior to in­
cubation in the slide, thus focusing on the rest of the 
genome. If analyzing the effect of the DNA breakage 
induced specifically on major satellite DNA areas, an 
increase with respect to background signal would be 
expected only in the high dose-range compared with 
the rest of the mouse genome. Furthermore, a satu­
ration of the unwound ssDNA should be achieved at 
lower doses than on regions with a lower background 
signal. Finally, as well as in human cells, the exis­
tence of different background signals in the different 
DNA sequences implies that only relative values of 
increase with respect to each specific background sig­
nal could be used for comparison of the sensitivities 
among the different DNA sequences in dose-response 
studies. 
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2. Evaluación de las roturas de 
cadena sencilla y doble en el ADN 
mediante DBD-FISH 
Resultados y Discusión 
En este estudio, intentamos discriminar al mismo tiempo y en la misma célula 
tanto las roturas de cadena sencilla como doble. Se realizó el protocolo descrito en 
Material y Métodos (Tabla 2), tanto en nucleoides, siguiendo el procedimiento habitual 
de DBD-FISH, como en cometas neutros, intercalando un paso de electroforesis neutra 
entre la lisis y la desnaturalización. En la figura 12, se representan las curvas dosis­
respuesta de leucocitos humanos y observamos que el área de la señal de DBD-FISH 
aumenta linealmente en el rango de dosis estudiado, tanto en los nucleoides como en los 
cometas (rz=0,98 para los nucleoides y 0,91 para los cometas). En relación con la 
intensidad media de fluorescencia de las señales de DBD-FISH, también observamos un 
incremento lineal en el rango de dosis analizado (rz=0,90 en los nucleoides y 0,91 en los 
cometas). Olive et al., en 1999 demostraron que los cometas neutros pueden detectar 
roturas de cadena doble si se emplean dosis de irradiación elevadas y lisis fuertes. Las 
dosis de irradiación elevadas son necesarias ya que las roturas de cadena doble se 
producen unas 25-40 veces menos frecuentemente que las roturas de cadena simple. Por 
otra parte, la aplicación de una lisis fuerte permite la migración de los dúplex rotos. 
Nuestro protocolo satisface estas dos condiciones (Olive y Banáth, 1993; Sarkaria, 
1998). De hecho, la concentración de SDS, la elevada concentración de sales, y 
principalmente el DTT, permitían la eliminación masiva de proteínas en los 
espermatozoides, los cuales tienen la cromatina altamente condensada (Fernández et al., 
2000). Además, este protocolo pone de manifiesto una señal basal de DBD-FISH 
relativamente alta, de modo que el área del cometa se pudo segmentar fácilmente por el 
sistema de análisis de imagen. Esto proporcionó una referencia del área precisa para 
comparar con los resultados obtenidos tras la irradiación. Hay que señalar también que 
en el protocolo empleado no hubo saturación de la intensidad media de fluorescencia en 
el rango de dosis administrado. 
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Figurs 12. Curvas dosis-respuesta en leucocitos humanos representando el 
incremento relativo del área con respecto al basal (en pixels), y la intensidad media 
de fluorescencia (nivel de gris) de la señal de DBD-FISH en los nucleoides (ensayo 
convencional) y en cometas neutros, hibridado con sonda para genoma total. En el 
rango de dosis analizado, tanto el área como la intensidad media de fluorescencia, 
aumentan linealmente ( p, DBD-FISH en nucleoides; ♦, DBD-FISH en cometas) 
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Esta intensidad media de fluorescencia estaría relacionada con la cantidad de 
roturas de cadena sencilla y con los lugares lábiles alcalinos, ya que corresponde al 
ADN de cadena sencilla que se ha desnaturalizado por la acción del álcali a partir de los 
extremos de las roturas (Rydberg, 1975; Vázquez-Gundín et al., 2000). Para la 
detección simultánea de roturas de cadena sencilla y doble en el mismo cometa neutro 
será necesario que la intensidad de fluorescencia media aumente linealmente con estas 
dosis altas, tal como ocurría en el área (Fig. 13). Tal como hemos referido, el protocolo 
de unwinding empleado, el más restrictivo, permitió que la intensidad de fluorescencia 
se incrementara sin saturarse, a pesar de usar dosis muy elevadas de rayos X, que 
originarían una cantidad muy elevada de roturas de cadena sencilla y lugares lábiles 
alcalinos. Dos publicaciones anteriores han descrito la FISH en cometas (Santos et al., 
1997; McKelvey-Martin, et al., 1998). Sin embargo, la hibridación se realizó después de 
una desnaturalización alcalina muy fuerte o de una desnaturalización convencional con 
formamida caliente. En ambos casos, el ADN está completamente desnaturalizado por 
lo que la intensidad de fluorescencia no es proporcional al nivel de roturas del ADN. 
® 
Figura 13. Señales de DBD-F[SH representativas (sonda para el genoma total) en nucleoides (arriba) y en cometas 
(abajo), resultantes de la exposición de leucocitos humanos a dosis crecientes de rayos X. 
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Las roturas de cadena doble se relacionarían con el área de la señal de la DBD-
FISH, la cual está relacionada con la migración del ADN ejercida por el paso de 
electroforesis. Además, se analizaron también otras variables utilizadas de manera 
rutinaria en el estudio de cometas: la longitud de la cola (distancia en pixels desde el 
centro de la cabeza al final de la cola) y el momento de cola (porcentaje de la señal de la 
DBD-FISH en la cola multiplicado por la longitud del cometa), obteniendo con todas 
ellas los mismos resultados. Las pendientes de las curvas de dosis-respuesta fueron 
similares: 0,038±0,001 en el área, 0,037±0,006 en la longitud de la cola y 0,043±0,005 
en el momento de cola. Este resultado indica que el momento de cola en la técnica 
DBD-FISH, es en la práctica exclusivamente dependiente de la longitud de la cola, 
siendo el porcentaje de la señal en la cola invariable con la dosis. Estudios anteriores 
demostraron que la longitud de la cola del cometa no se incrementa con dosis de 
irradiación mayores de 20 Gy, a diferencia de la cantidad de ADN en la cola que sí se 
modifica (Olive et al., 1991). Sin embargo, bajo nuestras condiciones, parece que tanto 
la longitud de la cola como el área de la señal de DBD-FISH procedentes de cometas 
neutros aumentaban linealmente con la dosis, y no se saturaban, al menos en el rango de 
dosis que empleamos. Mediante la técnica DBD-FISH obtuvimos mayor resolución, 
mostrando una señal de hibridación en el final de la cola que no se detectaba mediante 
la tinción con DAPI. Quizá, aunque pudiese migrar más ADN desde la cabeza a la cola 
con la dosis, la dispersión de este ADN en un área de cola mayor conservaría el 
porcentaje de la intensidad de fluorescencia constante en la cola. 
En resumen, el área o longitud de la señal de DBD-FISH estará en relación con 
las roturas radioinducidas de cadena doble, mientras que la intensidad de esa misma 
señal nos proporcionará información sobre las roturas de cadena simple. Ambos tipos de 
lesiones serían valorables en la misma célula, de modo simultáneo. Para comprobar que 
esta hipótesis era cierta, se realizó una confirmación mediante el análisis simultáneo de 
roturas de cadena doble y sencilla tanto en una línea celular deficiente en la reparación 
de roturas de cadena doble como en células tratadas con agua oxigenada y rayos X. 
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a)	 Ensayo en una línea celular deficiente en la reparación de roturas de cadena
 
doble.
 
Se realizó la técnica de DBD-FISH en cometas neutros en dos líneas celulares 
humanas, la M059J, deficiente en la reparación de roturas de cadena doble, y la línea 
parental M059K. Simultáneamente se realizó también la DBD-FISH convencional en 
nucleoides. La curva de dosis-respuesta obtenida se presenta en la figura 14. El 
incremento relativo en el área de la célula, al aumentar la dosis de irradiación, con 
respecto al área celular basal es muy similar tanto en los nucleoides como en los 
cometas, en ambas líneas celulares, con la excepción de que la línea M059J es 
significativamente más sensible (1,7 veces más) en los cometas, siendo la pendiente de 
esta curva similar a la de leucocitos humanos (0,038±0,001). El aumento relativo de la 
intensidad media de fluorescencia con respecto al basal fue similar en ambas líneas 
celulares, en los nucleoides. Sin embargo, la línea M059J mostró una mayor 
sesnsibilidad en la intensidad media de fluorescencia, en los cometas. Como promedio, 
el aumento relativo de la intensidad media de fluorescencia en DBD-FISH convencional 
en los nucleoides es tan sensible como en los cometas. Por lo tanto, los nucleoides y los 
cometas tendrían la misma cantidad de roturas de cadena sencilla inducidas, es decir, la 
misma cantidad de ADN de cadena sencilla desnaturalizado y por consiguiente de 
sonda hibridada. Sin embargo, la señal de fluorescencia procedente de la sonda 
hibridada se concentraba mas en los nucleoides, al tener un área más pequeña que en 
cometas. En consecuencia, los nucleoides muestran una intensidad media de 
fluorescencia mayor (Fernández et al., 1997). 
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Figura 14. C^rvas dosis-respuesta de la línea celular M059J, deficiente en la reparación de dsb, 
y la línea celular parental M059K, obtenidas mediante DBD-FISH con sonda para el genoma 
total, tanto en nucleoides como en cometas neutros. EI incremento relativo con respecto al basal 
en el área y en la intensidad media de fluorescencia de las señales de DBD-FISH se ajustan a 
rectas. Se indican las pendientes de las curvas, las desviaciones estándar, y los cceficientes Rz. 
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Ya que la línea celular M059J es deficiente en la reparación de roturas de 
cadena doble, pero no de cadena sencilla, un estudio de reparación podría establecer si 
los caracteres morfológicos en la señal de DBD-FISH en los cometas están en efecto 
correlacionados con las roturas de cadena doble, mientras que las roturas de cadena 
sencilla estarían relacionadas con la intensidad media de fluorescencia. La figura 15 
muestra las curvas de reparación obtenidas después de una exposición a 52 Gy. Como 
se esperaba, la intensidad media de fluorescencia de la señal residual mostró una 
cinética de reparación rápida, ya que aproximadamente el 80% del daño inicial fue 
reparado en los primeros 15 minutos, seguido de una fase de reparación más lenta. Este 
comportamiento es típico de la reparación de roturas de cadena sencilla inducidas por 
irradiación (Olive, 1999). Además, no encontramos diferencias entre las diferentes 
líneas celulares ni tampoco entre los nucleoides y los cometas. Por lo tanto, podemos 
decir que la intensidad media de fluorescencia de la señal de la DBD-FISH de los 
cometas neutros, así como la de los nucleoides neutros, mide principalmente roturas de 
cadena sencilla, y lugares lábiles alcalinos radioinducidos. Sin embargo, obtuvimos un 
resultado diferente al analizar el área de la señal residual de DBD-FISH en los cometas. 
En este caso se observa que el área se estabiliza tras 15 minutos de reparación, 
aproximadamente al 70% del daño inicial, en la línea celular mutante, mientras que 
continúa disminuyendo en la línea celular parental (Fig. I S y 16). En el mutante 
radiosensible xns-6 derivado de la línea celular de ovario de hámster chino CHO-Kl, 
deficiente en la reparación de roturas de cadena doble, se ha observado un nivel similar 
de daño residual (80-60%), tras una hora de reparación, aplicando tanto la técnica de los 
cometas neutros como la electroforesis en gel de campo pulsante (Ross et al., 1995) o 
técnicas de elución neutra (Kemp et al., 1984). 
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Figura 15. Curvas de reparación del ADN de la línea celular M059J, deficiente en la 
reparación de dsb, y la línea celular parental M059K, obtenidas mediante DBD-FISH con 
sonda para el genoma total, después de exposición a 52 Gy de rayos X. 
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Figura 16. Señales representativas de DBD-F[SH con sonda para el genoma total, en cometas neutros 
procedentes de la línea celular parental M059K (a-c) y de la línea celular M059J, deficiente en la 
reparación de dsb (d-t). (a, d) Sin irradiar; ( b, e) expuestas a 52 Gy de irradiación; (c, f) expuestas a la 
misma dosis pero permitiendo la reparación durante 60min. 
En resumen, el área es el ímico parámetro en el que observamos diferencias en 
la reparación de roturas de cadena doble en la línea celular deficiente y en la parental. 
Esto está a favor de una correlación entre variables morfológicas de la señal de la DBD-
FISH en cometas neutros y las roturas de cadena doble radioinducidas. 
En el caso de los nucleoides (ensayo convencional de DBD-FISH), el área en la 
señal residual de DBD-FISH no permitió detectar diferencias en la reparación de roturas 
de cadena doble entre ambas líneas celulares. En este caso, ambas presentaban una 
cinética de reparación similar, que no era significativamente diferente a la que se obtuvo 
los
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en los cometas de la línea celular parental. A pesar de todo, estas cinéticas de reparación 
fueron más lentas que las mostradas por la intensidad media de fluorescencia, 
correspondientes a la reparación de roturas de cadena sencilla. Probablemente el área de 
la señal de DBD-FISH de los nucleoides es el resultado de la influencia de ambos tipos 
de roturas, tanto de cadena sencilla como de doble, teniendo esta última un efecto 
pronunciado, enlenteciendo en la cinética de reparación, pero sin suficiente resolución 
para ser diferenciado del efecto de las roturas de cadena sencilla en la relajación de los 
bucles de ADN superenrollados (Roti Roti y Wright, 1987). 
b) Ensayo en células tratadas con rayos X y con agua oxigenada. 
Realizamos también la técnica DBD-FISH en cometas neutros de leucocitos 
humanos expuestos a HzOz (300µM), a rayos X(13 Gy), y a HZOz + rayos X. El HZOz 
se descompone en radicales hidroxilo (OH') y éstos reaccionan con la cromatina dando 
lugar a rotwas de cadena del ADN sencilla. La relación entre roturas de cadena sencilla 
/ roturas de cadena doble para los rayos X es akededor de 25-40, sin embargo en el 
HZOz la relación es de 3250 (Olive y Johnston, 1997). Por lo tanto, el HZOz a una 
concentración de 300µM induce, además de las bases dañadas, principalmente roturas 
de cadena sencilla en el ADN, detectándose las roturas de cadena doble sólo a partir de 
una concentración de 30mM y durante un tiempo de 30 minutos (Dahm-Daphi et al., 
2000). Consecuentemente las roturas de cadena sencilla inducidas por el tratamiento 
con HZOz aumentaron la intensidad media de la señal de DBD-FISH en 1,8 veces con 
respecto al basal de los cometas (Tabla 4; Fig. 17). Los rayos X aumentaron la 
intensidad media de fluorescencia en 2,3 veces. De acuerdo con otros artículos, 
utilizando el test de cometas alcalino (Visvardis et al., 1987; Fairbairn et al., 1995), se 
detecta una heterogeneidad intercelular mas grande en respuesta al tratamiento con 
HZOz en la intensidad media de fluorescencia que con los rayos X(coeficiente de 
variación: 75% versus 16%). Las variaciones en la permeabilidad al peróxido, la 
presencia diferencial de los iones metálicos intracelulares, de enzimas antioxidantes, o 
de atrapadores de radicales, pueden responder a estas diferencias intracelulares 
elevadas. Cuando el tratamiento con HZOz se realizó en células irradiadas, la intensidad 
de fluorescencia media aumentó 3,75 veces con respecto al basal. Evidentemente, el 
tratamiento con HZOz añadió una cantidad significativa de roturas de cadena sencilla a 
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las ya inducidas por los rayos X, y esto se refleja en la intensidad de fluorescencia
 
media de los cometas.
 
• -.
 
Figurs 17. SeRales de DBD-FISH resultantes de la hibridación con sonda para eI genoma total en cometas neutros de 
leucocitos humanos. ( a) Sin tratar; (b) tratados con HZOZ (300µM); (c ) exposición a rayos X (13 Gy); (d) HZGZ + 
rayos X. EI tratamiento con HZOz aumentó la intensidad media de fluorescencia, pero no el área, en las células 
expuestas a rayos X. 
Tabla 4. Área e intensidad media de fluorescencia de las señales de DBD-FIS}1, resultantes tras la 
hibridación con sonda para el genoma total en cometas neutros procedentes de leucocitos humanos tratados con H^O^ 
(300µM), Rayos X(13 Gy), o ambos agentes. Los coeficientes de variación se presentan entre paréntesis. 
Sin tratar Hz0 Ravos X Rayos X + H2O2 
INTENSIDAD 216,46 f47,30 391,34f292,45 494,08f77,94 811,52t331,16 
MEDIA 21,85 74,73 15,77 40,81 
45814,16f8025,74 62479,32f9808,57 63049,30f9639,46 66505,35f9733,12ÁREA (17,52) (15,70) 15,29 14,64 
Sin embargo, el área de la señal de la DBD-FISH de los cometas obtenida por 
los rayos X, no cambió significativamente cuando añadimos el HZOz (t-Student, P<0.05) 
(Tabla 3). Esto es, el exceso de roturas de cadena sencilla originadas por el HzOz no 
modificó el área, ya que este parámetro depende principalmente de las roturas de cadena 
doble. Otros datos que refuerzan esta hipótesis se derivan del análisis de la variación 
to7
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intercelular en el área. Mientras que el tratamiento con H2Oz da lugar a un coeficiente 
de variación muy elevado en la fluorescencia media de la señal de DBD-FISH (75%), el 
área de la misma señal mantuvo una dispersión baja, similar a la de los rayos X 
(coeficiente de variación de alrededor de 15-20%) (Tabla 4). Esto significa que las 
células con la señal más fuerte después del tratamiento con HZOz no tienen un área más 
grande en la señal de DBD-FISH. Aunque el tratamiento con HZOz aumentó el área de 
la señal significativamente con respecto al basal, este aumento era debido a las roturas 
de cadena sencilla, y no a las roturas de cadena doble. De hecho, el ensayo del cometa 
tal como se desarrolló en su versión inicial (^stling y Johanson, 1984), se realizó bajo 
condiciones neutras utilizando dosis bajas de radiación ionizante. De este modo se 
detectó la relajación del ADN superenrollado inducida por las roturas de cadena sencilla 
(Olive y Johnston, 1997). 
Los estudios de células deficientes en la reparación de roturas de cadena doble y 
de células tratadas con rayos X y agua oxigenada, apoyan la hipótesis de que, después 
de la exposición a rayos X, la intensidad de fluorescencia media de la señal de la DBD-
FISH obtenida en cometas neutros está principalmente relacionada con las roturas de 
cadena sencilla inducidas, mientras que el área de la misma señal está principalmente 
correlacionada con las roturas de cadena doble. Por esto, DBD-FISH en cometas neutros 
pennite la estima simultánea y fácil de ambos tipos de roturas en el mismo núcleo, 
célula a célula. Esto podría ser de gran interés cuando se dispone de muy pocas células 
para establecer tanto las roturas de cadena sencilla como doble. Además, esto integra las 
ventajas de los cometas y de la DBD-FISH. De hecho, este estudio se realizó analizando 
el genoma completo, usando una sonda para el genoma total. Sin embargo, se podrían 
hibridar muchas sondas específicas diferentes, con la posibilidad del análisis simultaneo 
de la inducción de roturas de cadena sencilla y doble y estudiar la reparación en áreas de 
secuencia de ADN específicas. En el caso de secuencias concretas de ADN, el área de la 
señal puede no ser muy informativa de las roturas de cadena doble, debido a que se 
podría obtener el mismo área hibridada independientemente de la distancia de la 
migración. En este caso, la determinación de la longitud de migración podría dar una 
estima más precisa. 
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Human blood leukocytes exposed to X-rays were im­
mersed ín an agarose microgel on a slide, extenslvely 
deprotelnized, and electrophoresed under neutral 
conditfons. Following thís síngle-cell gel electrophore­
sis assay, characterístlcs of DNA migradon (i.e., area 
of the comet) are related to the DNA double-strand 
breaks (dsbs) yield. After electrophoresís, comets were 
briefly incubated ín an alkaline unwindíng solution, 
transforming DNA breaks and alkali-labile sites into 
restricted síngle-stranded DNA (ssDNA) motifs. These 
motlfs behave as target sites for hybridízation with a 
whole genome probe, following the DNA breakage de­
tection-fluorescence in situ hybridization (DBD-FISH) 
procedure. As DNA breakage increases with dose, 
more ssDNA ís produced in the comet by the alkali and 
more DNA probe hybridizes, resulting in an íncrease 
ín the mean fluorescence íntensity. Since radiation­
lnduced DNA síngle-strand breaks (ssbs) are far more 
frequent than dsbs, the mean fluorescence intensity of 
the DBD-FISH slgnal from the comet is related to the 
ssb level, whereas the surface area of the same comet 
slgnal ís índicative of the dsb yield. Thus, both DNA 
break types may be símultaneously analyzed ín the 
same cell. Thís was conHrmed in a repair assay per­
forming the DBD-FISH on neutral comets from a hu­
man cell line defecUve in the repair of dsbs. Other­
wise, treatment wíth hydrogen peroxide, a main 
inducer of ssbs, increased the mean fluorescence in­
tensíty, but not the surface, of X-ray-exposed human 
leul(OCytes. 0 2001 Acedemlc Prees 
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IN'I'RODUCI'ION 
Different methodologies exist to detect radiation-in­
duced DNA breaks. Alkaline sucrose gradient sedimen­
tation, alkaline elution, alkaline DNA precipitation 
and alkaline unwinding are biochemical techniques 
that permit the detection of induced DNA single-strand 
breaks (ssbs). Their variants under neutral conditions 
allow radiation-induced DNA double-strand breaks 
(dsbs) to be quantified ]1, 2]. Though less frequent, 
dsbs seem to be more relevant to the production of 
chromosome aberrations and cell death. Nevertheless, 
the biochemical techniques cannot detect possible dif­
ferences in damage induction or repair arnong the dif­
ferent cells exposed in the field of irradiation. 
The intercellular heterogeneity in damage induction 
or repair can be assessed using particular morpholog­
ical procedures. Among them, the single-cell electro­
phoresis assay (comet assay) is of widespread use [3, 4]. 
This is related to the halo assay, in which nucleoids are 
generated by protein depletion of cells immersed in an 
agarose microgel on a slide. The nucleoids are loops 
attached to residual nuclear matrix proteins. ssbs 
caused relaxation of supercoiled DNA, resulting in ex­
pansion of the halo of DNA loops [5]. Application of an 
electrophoresis on nucleoids causes the migration of 
relaxed loops and broken DNA ends toward the anode, 
constituting a comet image. ssbs increase the DNA 
migration. The procedure for detecting ssbs was im­
proved by performing a strong alkaline incubat.ion dur­
ing lysis and/or before and during the electrophoretic 
step [6]. This intense alkaline treatment causes the 
denaturation of practically the whole DNA duplex, al­
lowing the single strands to migrate independently. 
Besides ssbs, alkali-labile sites are also detected since 
they are transformed into ssbs by the alkali [7]. 
When the comet assay is performed under neut.ral 
conditions, dsbs can be detected. The original comet 
assay was carried out under neutral conditions but 
using relatively low doses, so the comet images were 
dependent on the relaxation of DNA supercoiling by 
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FIG. 1. Dose-response curves in human leukocytes illustrating 
the relative increase with respect to background ofthe surface area 
(in pizels) and mean fluorescence intensity (gray level) of the DBD-
FISH signal from nucleoids (conventional assay) and from neutral 
comets, hybridized with a whole genome probe. In the dose range 
assayed, the surface area as well as the mean fluorescence intensity 
increase Iineazly in both cases (1, DBD-FISH on nucleoids; O, DBD-
FISH on comets). 
ssbs [8]. Since dsbs are 25-40 times less frequently 
induced than ssbs, much higher doses and strong lysis 
are employed for their detection by the neutral comet 
assay [4, 9]. Overall, no technique exists for the simul­
taneous analysis of ssbs and dsbs in the same cell. 
We have recently developed a new procedure, DNA 
breakage detection-FISH (DBD-FISH), which allows 
quantification of ssbs and alkali-labile sites in single 
cells, either in the whole genome or within specific DNA 
sequences [10]. Cells trapped in an agarose microgel are 
deproteinized to obtain nucleoids, like in the neutral halo 
or comet assays. The nucleoids are briefly incubated in an 
alkaline unwinding solution to produce restricted ssDNA 
motifs starting from the ends of the DNA breaks. As ssbs 
and alkali-labile sites increase with dose, more ssDNA is 
produced by the alkali so more DNA probe can hybridize. 
This is detected as in current FISH procedures, and 
quantified using an image analysis system. The DNA 
probe selects the DNA sequence to be analyzed. Here we 
have applied the DBD-FISH procedure, hybridizing a 
whole genome probe, on neutral comets. The resultant 
signal provides us information simultaneously on radia­
tion inclurc^d ssbs + alkali-labile sites and on dsbs within 
the sarne cell. 
MATF.RIAIS AND METHODS 
Ce// [ypes. The work was carried out on human peripheral blood 
leukocytes in buffy coat and on human cell lines M059J, repair­
deficient for dsbs, and the parental M059K (ATCC). These cell lines 
were of fibroblast morphology, isolated from a tumor specimen taken 
from a 33-year-old male with untreated malignant glioblastoma. Cell 
lines were grown in monolayer, in the dark, at 37°C, in RPMI 
medium supplemented with 10% fetal calf serum, antibiotics, and 
^-glutamine, and irradiated under exponentially growing conditions. 
Cell processing. The DBD-FISH procedure has been described in 
detail elsewhere [11). Blood leukocytes in buffy coat or cultured cells 
mechanically disaggregated and resuspended in RPMI medium were 
mixed with 1% low-melting point agarose, to give a concentration of 
0.7%. Fifty microliters of the cell suspension were pipetted onto a 
glass slide coated with a thin fdm of 0.65% standard agarose dried at 
80°C, covered with a 24 x 60.mm glass coverslip and stored at 4°C 
for 5 min. After gelification, the slide was exposed on ice to X-rays 
100 kVp (Philips RT-100), administering 0-, 6.5-, 13-, 26-, and 52-Gy 
doses in transversal strips on the same slide. Immediately after 
irradiation, the coverslips were removed and the slides were incu­
bated sequentially in two lysing solutions: 0.4 M Tris-HCI, 0.8 M 
dithiothreitol (DTT), 1% SDS, pH 7.5, 42°C, 45 min, followed by 0.4 
M Tris-HCI, 2 M NaCI, 1% SDS, 0.05 M EDTA, pH 7.5, 42°C, 45 min. 
After washing in 0.9% NaCI, nucleoids were unwound in 0.03 M 
NaOH, 7°C, 2.5 min. 
After alkaline incubation, a neutralization step was performed 
with 0.4 M Tris-HCI, pH 7.5 for 5 min. Slides were briefly washed ín 
TBE buffer (0.09 M Tris-Borate, 0.002 M EDTA, pH 7.5), dehydrated 
in 70, 90, 100% ethanol baths, 2 min each, and air- dried. 
Neutral comets were processed in the same way, at the same time 
as conventional nucleoids, except that after incubation in lysing 
solutions, the slides were washed in abundant TBE buffer Cor 10 min, 
transferred to an electrophoresis chamber, and electrophoresed at 20 
V(0.7 V/cm), 12 mA, 15 min, at room temperature (22°C) in TBE 
buffer. Then they were washed in 0.9% NaCI for 2 min and unwound, 
neutralized, washed, dehydrated, and air-dried. 
For experiments aimed at measuring repair of DNA breaks, cul­
tured cells in monolayer were exposed to X-rays (52 Gy) on ice and 
then allowed for repair by incubation at 37°C. All the different 
incubation times were assayed in each slide. Thts was carried out by 
pipetting 8 µl of the cell-agarose suspension from each repair time 
onto separate areas of the same slide, whlch were covered with a 
l6 x 16-mm coverslip. Thus, all different repair times were simul­
taneously processed, under the same conditions. 
Other experiments of DBD-FISH on neutral comets were per­
formed on human blood leukocytes to analyze the interaction effect 
between hydrogen peroxide (H2O^) and X-rays. In this case, half of 
the microgel was exposed to X-rays (13 Gy), on ice. Then, half of the 
unirradiated and halfoftheirradiated areas weretreated with 50 µl 
of HzO^ (300 µM), covered with a plastic coverslip, and incubated at 
4°C for 5 min. Previously, the microgel between the borders of the 
H^OZ-treated strips and the contiguous areas was scraped,to avoid 
diffusion of the HzOZ solution. Thus, untreated, HzO^ treated, X-ray 
exposed, and X-ray + H^O^ treated areas were processed under 
similar conditions on the same slide. H=OZ was washed twice in 
abundant 0.9% NaCI and the material on the slides was lysed, 
electrophoresed, and unwound. 
FISK Thirty microliters of a human whole genome probe biotin­
labeled by nick-translation (4.3 ng/µl in 50%formamide/2x standard 
sodium citrate (SSC) pH 7, 10% dextran sulfate, 100 mM calcium 
phosphate) was pipetted on dried slides and incubated overnight at 
room temperature. The slides were washed twice in 50% form­
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FIG. 2. Representative DBD-FISH signals (whole genome probe) from nucleoids (top) and from neutral comets (bottom), resulting Gom 
exposure of human leukocytes to increasing doses of X-rays. 
amide/2x SSC, pH 7, 5 min, and twice in 2x SSC, pH 7, 3 min, at 
room temperature. The bound probe was detected with streptavidin-
Cy3 (1:200) and the nucleoids-comets counterstained with DAPI (2 
µg/ml) in Vectashield (Vector). 
Fluorescence micrascopy and digita/ image analysis. Signals 
were viewed under a DMRB epifluorescence microscope (Leica) 
equipped with a DMRD photcexposer, using PL Fluotar IOOx or 40x 
objectives and appropriate fluorescence filters. Images were acquired 
using a high-sensitivity CCD camera (Ultrapix 1600, Astrocam) 
which distinguishes over 16,000 gray levels and allows subtraction of 
the current dark image and correction for nonuniform sample illu­
mination. Groups of 50 digital images were taken for each experi­
mental point in similar conditions, stored in the file format of the 
camera (.apf) and then converted to .img files. Each experiment was 
repeated at least twice. Image analysis was performed using a macro 
designed with Visilog 5.1 software (Ncesis). This allows for thresh­
olding and background subtraction and measures the surface area 
(in pixels) and mean fluorescence intensity (mean gray level) of the 
signals. 
In dose-response studies, the relative increase in the surface area 
and mean fluorescence intensity of the fluorescent signal with re­
spect to that of the unirradiated sample was plotted as a function of 
dose. In the case of repair studies, the surface area and mean fluo­
rescence intensity from unirradiated sample was subtracted from 
that of the irradiated sample. The remaining surface area and mean 
intensity were plotted as a functlon of repair time. Statistical anal­
ysis was carried out using Student's ttest and one and two-way 
ANOVA (P < 0.05). 
ItF.SULTS AND DISGUSSION 
Condirinns of Lysis and Unwinding for Simultaneous 
Detertion of ssbs and dsbs 
The protocol, as described under Materials and 
Methods, was performed either on nucleoids, following 
the conventional DBD-FISH procedure, or on neutral 
comets, if intercalating a neutral electrophoresis step 
between lysis and unwinding. Figure 1 reveals that the 
surface area of the DBD-FISH signal increased lin­
early in the dose range assayed, in both nucleoids and 
comets (rz = 0.98 for nucleoids, and 0.99 for comets). In 
relation to the mean fluorescence intensity of the DBD-
FISH signal, it maintained a linear increase in the dose 
range assayed (r^ = 0.90 for nucleoids and 0.91 for 
comets). Olive et a/. [9j suggested that neutral comets 
may detect dsbs if high radiation doses and strong lysis 
conditions were used. High radiation doses are neces­
sary since dsbs are 25-40 times less frequently in­
duced than ssbs. Moreover, a strong lysis allows bro­
ken duplexes to migrate. Our protocol satisfied tttese 
conditions [12, 13]. In fact, concentrated SDS, high­
salt, and mainly DT"1', allowed extensive protein re­
moval in sperm cells, which have a very highly con­
densed chromatin [14]. Furthermore, this protocol 
shows a relatively strong DBD-FISH background sig­
nal, so the whole comet surface, as visualized in DAPI 
staining, was easily segmented by the image analysis 
system. This provided an accurate surface reference to 
compare with results obtained following irradiation. 
Finally our protocol did not saturate the mean fluores­
cence intensity within the range of doses employed. 
This variable should be related to the amount of ssbs 
and alkali-labile sites, i.e., the amount of ssDNA un­
wound by the alkali, starting from each end of a break 
]15-17). Since high doses are necessary to study in­
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FIG. 3. Dose-response curves from the human cell line M059J, dsb repair-deficient, and the parental cell line M059K, obtained by 
DBD-FISH with a whole genome probe either on nucleoids or on neutral comets. The relative increase with respect to background in the 
surface area and in the mean fluorescence intenslty of the DBD-FISH signals fitted to linear curves. The slopes of the curves and their 
standard devíations are indicated. 
duced dsbs, simultaneous detection of ssbs in the same 
neutral comet implies that the mean intensity should 
keep increasing linearly with these high doses, as the 
surface area did (Fig. 2). Two reports had previously 
described FISH on comets [18, 19]. Nevertheless, the 
hybridization was performed after a very strong and 
prolonged alkaline, or conventional heat-formamide, 
denaturation. In both cases, the whole DNA is com­
pletely denatured so the fluorescence intensity is not 
proportional to the DNA breakage level. 
Since the surface area of the DBD-FISH signal is 
related to the DNA migration exerted by the electro­
phoretic step, this variable should be related to the dsb 
yield. Other variables routinely used for comet analysis 
were established. All of them-surface area, tail length 
(distance in pixels from the center of the head to the 
end of the tail), and tail moment (percentage of DBD-
FISH signal in the tail multiplied by the comet 
length)-yielded similar results. The slopes of the fit­
ted linear dose-response curves were similar: 0.038 ± 
0.001 for surface area, 0.037 ± 0.006 for tail length, 
and 0.043 ± 0.005 for tail moment. This result indi­
cates that the tail moment in DBD-FISH is in practice 
exclusively dependent on the tail length, the percent­
age of signal in the tail being unchanged with dose. 
Olive et al. [20] reported that the comet tail does not 
increase for radiation doses above 20 Gy, unlike the 
amount of DNA in the tail. Under our conditions it 
seems that tail length, and the closely related surface 
area, of the DBD-FISH signal from the neutral comets 
increased linearly with dose, and did not saturate, at 
least in the dose range employed by us. Furthermore, 
the tail length or surface area of the comet was higher 
with DBD-FISH signal than with DAPI staining (data 
not shown). DBD-FISH had a much higher resolution, 
showing a hybridization signal at the end of the tail 
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FIG. 4. DNA repair curves from the human cell line M059J, dsb repair-deficient, and the parental cell line M059K, obtained by 
DBD-FISH with a whole genome probe after exposure to 52 Gy of X-rays. 
that was not detected by DAPI staining. Perhaps, 
though more DNA could migrate from the head to the 
tail with dose, dispersion of this DNA in a greater tail 
surface should keep the percentage of fluorescence in­
tensity constant in the tail. 
Conórmation of the Simultaneous Analysis of ssbs 
and dsbs 
a. Assay on a dsb repair-deficient ce/I ]ine. DBD-
FISH on neutral comets, was performed on two human 
cell lines: M059J, repair-deficient in dsbs, and the 
parental M059K. Conventional DBD-FISH on nucle­
oids was simultaneously processed. The dose-response 
is presented in Fig. 3. The relative increase in surface 
area with respect to background was very similar in 
nucleoids and comets, and in both cell lines, except that 
the M059J was significantly more sensitive (1.7 times) 
in comets. The slope of its fitted linear curve is similar 
to that for human blood leukocytes (0.038 ± 0.001). 
The relative increase of inean fluorescence intensity 
with respect to background was similar in both cell 
lines in nucleoids. Nevertheless, the M059J also ap­
peared twice as sensitive for this variable in comets. 
On average, the relative increase in mean intensity in 
conventional DBD-FISH on nucleoids was twice as sen­
sitive as DBD-FISH on comets. Both nucleoids and 
comets should have the same amount of induced ssbs, 
i.e., the same amount of unwound ssDNA and subse­
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quent hybridized probe. Nevertheless, the fluorescence 
signal from this hybridized probe was concentrated in 
a smaller surface area in nucleoids than in comets, 
thus resulting in a stronger mean intensity [21]. This 
same phenomenon was evident in human blood leuko­
cytes (Fig. 1) where the relative increase in mean in­
tensity in nucleoids (slope, 0.037 ± 0.007) was 1.6 
times greater than in comets (slope, 0.023 ± 0.004). 
Since the M059K cell line is deficient in repairing 
dsbs, but not ssbs, a repair study could establish if 
morphological characters of the DBD-FISH signal on 
comets were indeed correlated to dsbs, whereas mean 
intensity was related to ssbs. Figure 4 shows the repair 
curves obtained after exposed to 52 Gy of X-rays. As 
expected, the mean intensity of the residual signal 
showed a rapid repair of around 80% of the initial 
damage in the first 15 min, following with a slow repair 
phase. This behavior is typical of radiation-induced ssb 
repair [9]. Furthermore, no differences were found be­
tween cell lines, nor between nucleoids and comets. 
Thus, mean fluorescence intensity of DBD-FISH signal 
from neutral comets, as well as from neutral nucleoids, 
measures mainly radiation-induced ssbs. Neverthe­
less, a different result was obtained when analyzing 
the surface area of the residual DBD-FISH signal from 
comets. In this case, it was remarkable that this char­
acter stabilized at 70% of the initial damage after 15 
min of repair in the mutant cell line, whereas it con­
tinued decreasing in the parental cell line (Figs. 4 and 
5). A similar level of residual damage (80-60%) was 
reported in the xrs-6 radiosensitive mutant derived 
from Chinese hamster ovary cell line CHO-K1, defi­
cient for dsb repair, either using the neutral comet or 
the pulse-field gel electrophoresis assays [22] or the 
neutral elution technique [23]. Overall, the surface 
area was the only character in which a difference was 
observed between the dsb-deficient repair and the pa­
rental cell line. This argued in favor of a correlation 
between morphological variables of the DBD-FISH sig­
nal in neutral comets and the radiation-induced dsb 
yield. 
In the case of nucleoids (conventional DBD-FISH 
assay), the surface of the residual DBD-FISH signal 
did not detect the difference in dsb repair between both 
cell lines. In this case, both exhibited similar repair 
kinetics, which otherwise was not significantly differ­
ent to that obtained in comets from the parental cell 
line. Nevertheless, this repair kinetics was slower than 
that shown by the mean fluorescence intensity, corre­
sponding to ssb repair. Probably, surface area of DBD-
FISH signal from nucleoids is the result of the influ­
ence of both ssbs and dsbs, the latter having a 
pronounced effect, slowing the repair kinetics, but 
without sufficient resolution to be differentiated from 
the effect of ssbs on the relaxation of supercoiling of 
DNA loops [5]. 
FIG. 5. Representative DBD-FISH signals with a whole genome 
probe from neutral comets from the parental cell line M059K (a-c) 
and the dsb repair-deficient cell line M059J (d-f). (a, d) Unlrradi­
ated; (b, e) exposed to 52 Gy of X-rays; (c, t) exposed to the same dose 
but allowing 60 min of repair. 
b. Assay on X-rays and HzOZ-treated cells. DBD-
FISH on neutral comets was performed on human 
blood leukocytes exposed to HZOZ (300 µM), X-rays (13 
Gy), and HZOZ + X-rays. HZOZ decomposes into hy­
droxyl radicals (OH') through catalysis by low valence 
transition metal ions in Fenton-Haber-Weiss-type re­
actions. OH' radicals react with chromatin producing 
single damage sites. In fact, whereas the ssb/dsb ratio 
for X-rays is around 25-40, HZOz shows a ratio of 3250 
[24]. Thus, 300 µM HZOZ induces, besides damaged 
bases, only ssbs in DNA, dsbs having been detected 
only after 30 mM for 30 min, using neutral gel electro­
phoresis [25]. Consequently ssbs induced by HZOZ 
treatment increased the mean intensity of the DBD-
FISH signal by 1.8 times with respect to background 
comets (Table 1; Fig. 6). X-rays increased the mean 
intensity by 2.3 times. According to other reports using 
the alkaline comet test (e.g., [4, 26]), we also detected a 
much greater intercellular heterogeneity for mean in­
tensity in response to HZOZ treatment than for X-rays 
(coefficient of variation: 759'o vs 16%). Variations in 
peroxide permeability, intracellular metal ions, antiox­
idant enzymes, or radical scavengers may account for 
these high intercellular differences. When HZOZ treat­
ment was performed on X-irradiated cells, the mean 
fluorescence intensity increased by 3.75 times with 
respect to the background. Evidently, HZOZ treatment 
added a very significant extra amount of ssbs to that 
l0ó FF-RNÁNDEZ E'I' AL. 
TABLE 1
 
Surface and Mean Fluorescence Intensity of the DBD-FISH Signals Resulted after Hybridization of a Whole Genome
 
Probe on Neutral Comets from Human Blood Leukocytes Treated with HZOl (300 µM), X-rays (13 Gy), or Both Agents
 
Untreated H^Oz 
Mean intensity 216.46 ^ 47.30 (21.85) 391.34 '_ 292.45 
Surface 45814.16 ^ 8025.74 (17.52) 62479.32 ^ 9808.57 
Note. The ccefncient of variation is presented in parentheses. 
induced by X-rays, and this is reflected in the mean 
fluorescence intensity of the comets. 
Nevertheless, the surface area of the DBD-FISH sig­
nal from comets obtained by X-rays, did not change 
significantly when HZOZ was added (Student's t test, 
P< 0.05) (Table 1). Thus, the excess of ssbs originated 
by Hi01 did not modify the surface, since this param­
eter must be mainly dependent on dsbs. Other support 
for this affirmation is derived from the analysis of the 
intercellular variation in surface area. Whereas HZOZ 
treatment gave rise to a very large coefficient of vari­
ation in the mean fluorescence of the DBD-FISH signal 
(75%), the surface area of the same signal maintained 
a low dispersion, similar to that of X-rays (coefficient of 
variation of around 15-20%) (Table 1). This means that 
cells with the stronger signal after HzOZ treatment did 
not have a greater surface area in the comet DBD-
FISH signal. Though HZOZ treatment increased the 
surface of the signal significantly with respect to the 
background, this increase was due to ssbs and not to 
dsbs. In fact, the initial comet assay [8] was performed 
Fi] 
X-rays X-rays + H,O, 
(74.73) 494.08 ^ 77.94 (15.77) 811.52 a 331.16 (40.81) 
(15.70) 63049.30 ^ 9639.46 (15.29) 66505.35 *_ 9733.12 (14.64) 
under neutral conditions using low doses of ionizing 
radiation. So it detected the loss of DNA supercoiling 
induced by ssbs (24]. 
Overall, the studies on dsb repair-deficient cells and 
on X-rays + HIOZ-treated cells support the hypothesis 
that, after X-ray exposure, the mean fluorescence in­
tensity of the DBD-FISH signal obtained in neutral 
comets is mainly related to the induced ssbs, whereas 
the surface area of the same signal is mainly correlated 
with dsb yield. Thus, DBD-FISH on neutral comets 
allows the easy and simultaneous estimation of both 
DNA break types in the same nucleus, cell by cell. This 
could be of great interest when very few cells are avail­
able for establishing both ssbs and dsbs. Furthermore, 
this integrates the advantages of both the comet test 
and DBD-FISH. In fact, the present study was per­
formed, analyzing the overall genome, using a whole 
genome probe. However, many different specific probes 
could be hybridized, with the possibility of simulta­
neous analysis of ssb and dsb induction and repair 
within specific DNA sequence areas. In the case of 
FIG. 6. DBD-FISH signals resulting from hybridization with a whole genome probe on neutral comets from human blood leukocytes. (a) 
Untreated; (b) H^Oz-treated (300 µM); (c) X-ray-ezposed (l3 Gy); (d) H^OZ + X-ray-treated. HzO, treatment increased the mean Fluorescence 
intensity, but not the surface area, of X-ray-exposed cells. 
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specific DNA sequences, the surface area of the signal 
may not be very informative of the dsb yield, since a 
same hybridized surface could be obtained indepen­
dently of the migration distance. In this case, migra­
tion length could provide a more accurate estimate. 
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3. Patrones de migración del ADN 
en electroforesis de células aisladas, 
incluidas en microgel, en dos 
dimensiones 
Resullados v Discirsicin 
Con el fin de anali-rar los mecanismos de migración del ADN durante la 
electroforesis, realizamos tres variantes experimentales, en las dos primeras, tras la 
primera electroforesis neutra, se realizó la desnaturalización alcalina, y posterionnente 
se realizó una segunda electroforesis a 90° de la primera, es decir girando los 
portaobjetos 90° en la cubeta de electroforesis, tanto en condiciones alcalinas 
(experimento 1) como en condiciones neutras (experimento 2). También se realizó una 
electroforesis neutra giro de 90°, y electroforesis neutra (experimento 3) (Fig. 18). 
EXPERI^IF,NTO I 
F.YPF;RI^1 ENTO 2 
EXPERIMENTO 3 
Figura 18. Esquema de los pasos seguidos en los tres experimentos. 
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Modelo de migración del ADN después de la segtmda eletroforesis alca/ina o neutra. 
En la figura 19a-c se muestran las imágenes obtenidas cuando se realizó el 
experimento 1(Electroforesis neutra - desnaturalización alcalina - 90° Electroforesis 
alcalina). Cuanto mayor es la dosis de rayos X, mayor es la migración del ADN durante 
la primera electroforesis (tabla 5), y la cantidad de ADN va disminuyendo 
progresivamente desde la cabeza al extremo de la cola en este primer cometa. En esta 
primera electroforesis neutra se origina un cometa neutro, donde el ADN migra 
únicamente en confonnación de doble cadena. La desnaturalización alcalina durante los 
pasos de unwinding y electroforesis origina tramos de ADN de cadena sencilla a partir 
de los extremos de las roturas, de modo que se genera más cantidad de ADN de cadena 
sencilla a medida que aumenta la dosis de irradiación. A escala macromolecular, la 
concentración local de moléculas "atrapadoras" y de diferentes estructuras de la 
cromatina pueden influir en la distribución del daño radioinducido (Vázquez-Gundín et 
al., 2002). Sin embargo, desde un punto de vista práctico, cuando se trabaja con el 
núcleo completo, se puede considerar que el daño producido se distribuye al azac A este 
nivel, las diferencias de daño en el ADN en regiones de cromatina pequeñas se asume 
que son insignificantes en comparación con el daño global en todo el genoma, de modo 
que las áreas con mayor concentración de ADN deberían contener mayor cantidad de 
daño. Así, la desnaturalización alcalina durante los pasos de unwinding y electroforesis 
origina más ADN de cadena sencilla en la cabeza que en la cola, dando lugar a un 
marcaje mas intenso del ADN que migra desde la cabeza como resultado de la segunda 
electroforesis. 
Analizando el modelo de migración del ADN resultante de la segunda 
electroforesis alcalina, se observa que la movilidad del ADN desde la cabeza del cometa 
generado por la primera electroforesis, es heterogénea, con una continuidad en la 
movilidad del ADN que podemos clasificar en grande, mediana y pequeña (Fig. 19c 
20a, a', a" y tabla 5). En el medio de la cola del primer cometa, la migración es menos 
heterogénea, con movilidad del ADN grande y mediana. Finalmente, en el extremo de la 
cola, la migración es homogénea, y sólo tiene ADN de gran movilidad, y no se aprecia 
marcaje en la cola formada durante la primera electroforesis. Entonces, la migración del 
ADNes en la electroforesis alcalina (90° de la primera electroforesis) es 
progresivamente más homogénea, moviéndose desde la cabeza a la cola del cometa 
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obtenido en la primera electroforesis. Durante esta segunda electroforesis alcalina, la 
longitud del ADNcs aumenta con el tiempo y estos tramos de ADNcs tienden a no 
interactuar entre ellos debido a las condiciones de la desnaturali•ración. Ya que la 
cantidad de ADN disminuye progresivamente desde la cabe-ra al extremo de la cola en 
el primer cometa, hay progresivamente menos ADNcs desde la cabeza a la cola, de 
modo que este ADNcs estaría menos entrelazado, aumentando así su libertad para ser 
movilizado durante la segunda electroforesis. Esto se ve reflejado en las medidas de 
intensidad total de fluorescencia de las áreas que contienen el ADN migrado (tabla 4). 
0 
Figura l9. Señales de DBD-FISII tras la hibridación con sonda paza el genoma total (verde) en cometas 
bidimensionales obtenidos en leucocitos sanguíneos humanos expuestos a 0(a, a'), 13 (b, b"), y 39 (c, c") Gy 
de rayos X. Después de la primera electroforesis neutra (de an•iba abajo), el cometa inicial fue dcsnaturalizado 
brevemente, y entonces se realúó otre electroCoresis de irquierda a derecha bajo condiciones alcalinas (a, b, c) 
o neutras (a", b", c"). 
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Tabla 5. Datos de dosis-respuesta cuantitativos (mediafdesviación estándar) procedentes de DBD-FISH 
con sonda para el genoma total y SCGE en dos dimensiones. 
SCGE, electroforesis en gel en células individuales; DBD-FISH, detección de roturas en el ADN 
mediante hibridación in situ fluorescente. Se analizaron 45 células por punto experimentaL Excepto en los 
cometas que no migraron (0) y en los que el máximo de la longitud de migración desde la cabeza en el 
caso de la segunda electroforesis neutra, para 13 y 39 Gy, todos los datos fueron estadísticamente 
significativos con la dosis (test t-Student, P<0,05, con los ajustes apropiados realizados para las 
comparaciones múltiples. 
a Las medidas se reali-r.aron desde el centro de la cabeza. 
6 la longitud de migración se midió desde el eje longitudinal central del primer cometa (ver 
figura 20 a"' y b"). 
` Incluye el área que contiene el ADN migrado en la segunda electroforesis y se representa en 
nivel de gris/106. 
"no aumento detectable en el númcro de pixels. 
OGy 13Gy 39Gy 
Primera electroforesis' 
Longitud migración (máx.) 85,45±5,62 144,82±11,17 177,52±16,54 
Segunda Electroforesis° Alcalina 
Longitud migración 
Desde cabeza 
mín. 
máx. 
Desde mitad de cola 
mín. 
máx. 
Desde extremo de cola 
mín. 
máx. 
0 
181,38±12,80 
0 
0 
0 
0 
0 
196,50±10,08 
30,77±7,06 
191,09±10,25 
113,23±14,09 
171,36±18,70 
0 
227,95±12,99 
40,33±5,97 
220,15±9,90 
128,50±24,87 
183,65±14,52 
Segunda Electroforesis ° Neutra 
Lon hrd mi ación 
Desdc cabcza 
mín. 
máx. 
Desde mitad de cola 
mín. 
máx. 
Desde extremo de cola 
mín. 
máx. 
0 
56,00±8,56 
0 
0 
0 
0 
0 
200,38±13,41 
0 
60,00±10,67 
0 
0 
0 
205,00±18,96 
0 
72,30±9,61 
0 
0 
Segunda Electroforesis ° Alcalina 
fntensidad Total Fluore_ccencia ` 
16,84±3,70 28,74±7,17 51,05±10,64 
Segunda Electroforesis° Neutra 0,33±0,16 1,31±Q28 2,99±1,40 
/ntensiclad Total Fluore.rcencia ` 
I 16 
Restdtudos y DLcc•tr.cicín 
Las imágenes obtenidas en el experimento 2(Electroforesis neutra - unwinding 
-90° Electroforesis neutra) están representadas en la Figura 19 a'-c'. A medida que la 
dosis de rayos X aumenta, más ADN de cadena sencilla migra en la segunda 
electroforesis. La migración del ADN de la cabeza en el cometa inicial es heterogénea, 
al igual que en la electroforesis alcalina, con ADN con movilidad grande, mediana y 
pequeña (Fig. 19c" y Fig. 20b, b', b", tabla 5). En la mitad de la cola, la migración es 
menos heterogénea, con ADN de movilidad mediana y pequeña, mientras que en el 
extremo de la cola sólo encontramos ADN sin movilizar. En este caso obtenemos un 
resultado opuesto al observado cuando la segunda electroforesis se realizaba bajo 
condiciones alcalinas. La movilización de ADNcs tras la segunda electroforesis neutra, 
90° con respecto a la anterior, es progresivamente menor. En el caso de la segunda 
electroforesis neutra, las condiciones de pH permiten la renaturalización parcial del 
ADNcs generado durante el paso previo de desnaturalización. Por lo tanto, parece que 
bajo estas condiciones, los fragmentos de ADNcs se entrelazarían, resultando en una 
menor libertad de migración. En la cabeza del cometa inicial, el grado de 
entrelazamiento del ADNcs no parece ser tan fuerte como para prevenir su moviliración 
durante la segunda electroforesis, al menos en una parte del ADN. Sin embargo, según 
nos vamos hacia la cola, el grado de entrelazamiento parece ser mayor, impidiendo la 
migración (tabla 5). 
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Figura 20. Ejemplos de imágenes de DBD-FISH con sonda para el genoma global, en cometas bidimensionales, donde 
la primera electroCoresis neutra fue de arriba abajo, y tras el unwinding alcalino, la segunda electroforesis se realizó de 
Ĉquierda a derecha, bajo condiciones alcalinas (a, a', a") o neutras (b, b', b"). a", a"' y b', b" son figuras esquemáticas 
para ilustrar el análisis. La flecha larga, (de arriba abajo), representa la primera electroforesis neutra, a'y b": la migración 
del ADN en la segunda electroforesis, a 90° de la primera, está indicada como pequeña (flechas negras), mediana (tlechas 
grises) o alta (flechas blancas). La migación del ADNcs en la segunda electroforesis alcalina (a') es progresivamente 
mas homogénea en el rango de movilidad alta desde Ia cabeza al extremo de la cola del cometa inicial, mientras que es 
progresivamente menor cuando se realizó la segunda eletroforesis neutra (b'). las longitudes de migración minimas y 
máximas en la segunda electroforesis se midieron desde tres puntos del eje longitudinal central dcl primer cometa: en el 
centro de la cabeza, en el medio de la cola, y en el extremo de la cola (a'" y b""). Estas figuras son solo para ilustración y 
no reprcsentan medidas reales. 
Modelo de migración en electroforesis bidimensional del ADN sin desnaturalizar 
Inmediatamente después de la primera electroforesis neutra, el cometa resultante 
fue sometido a una segunda electroforesis, 90° con relación a la primera, también 
neutra, pero sin el paso intermedio de desnaturalización (experimento 3). El ADN es 
movilizado sin ninguna desnaturalización, en su conformación de doble cadena. En este 
caso, los cometas bidimensionales parecen estar formados por fibras de ADN (Fig. 21) 
mas que por puntos (o "spots"), y durante la segunda electroforesis el ADN de la cabeza 
del cometa inicial no migra. Este resultado es bastante diferente del obtenido cuando la 
segunda electroforesis se realizó con el ADN desnaturali-rado. Klaude et al., (1996) no 
detectaron reorientación del ADN desde la cola después de realizar una electroforesis 
neutra a 90° de la primera, sin embargo nosotros sí obtuvimos una movili-ración clara 
tras la segunda electroforesis. De forma que moviéndonos desde la cabeza a la cola del 
llx 
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cometa inicial, la distancia de migración de las fibras aumentó en la segunda 
electroforesis (Fig. 21a). Esto puede ser debido a que las fibras presentan una mayor 
flexibilidad y capacidad de ser movilizadas por la segunda electroforesis. Además, las 
fibras tienden a doblarse en ángulos rectos desde un punto variable de la cola. Esto se 
pudo observar al hibridar tanto con sonda para el genoma global (Fig. 21 a) como con 
una sonda específica de la secuencia alfoide centromérica del cromosoma X(locus 
DXZ1; Fig. 21b y c). La apariencia multitramificada tras la hibridación con DXZI, 
observada en la figura 3c, refleja probablemente la organización de este locus en tres 
bucles de ADN que no se rompieron durante la electroforesis. Interpretamos estos 
patrones como indicadores de que la primera migración, bajo condiciones neutras, 
empieza con la inserción del extremo de un bucle de cromatina dentro de un poro de la 
matriz de agarosa semi-sólida, empujando y produciendo fibras de cromatina 
longitudinales en la dirección del ánodo (Sigh y Stephens, 1997). El extremo de la fibra 
está adaptándose continuamente y eligiendo un poro de la matriz de agarosa en la 
dirección del campo eléctrico, y formando un camino como un tubo semirrígido, a 
través del cual fluye el resto de la fibra. La segunda electroforesis, 90° respecto a la 
primera, empuja la fibra elongada hacia los pequeños poros perpendiculares adyacentes, 
pero la fibra solamente puede entrar y avanrar a través del poro situado en el extremo de 
dicha fibra. A través de este extremo, la fibra se dirige en dirección perpendicular. 
Durante la electroforesis, se irían desenrollando las fibras desde su origen en la cabeza 
del cometa, siendo guiadas a través de poros rígidos, como si fuera una cuerda dentro 
de un tubo, y doblándose en el punto donde el extremo de la cola se introdujo en el poro 
perpendicular. EI punto de flexión en ángulo recto probablemente refleja el lugar donde 
el extremo de la fibra estaba localizado cuando se movió en dirección petpendicular. 
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Figttra 21. Cometas bidimensionales en leucocitos sanguíncos humanos sin irradiar, realizando primero una electroforesis 
bajo condiciones neutras (de arriba abajo), y después otra electroforesis a 90° (de izquierda a derecha), bajo las mismas 
condiciones neutras. A medida que las fibras se localizan hacia el extremo del primer cometa, éstas parecen comportarsc 
más libres para ser movilizadas por la segunda electroforesis a 90°. a: el ADN se desnaturalizó completamente y se hibridó 
con sonda para el genoma Iotal (rojo). Las fibras de ADN pazecen mi@rar libremente en la segunda electrotoresis, pues se 
localizan en el extremo de la cola del cometa inicial. b y c: cometas hibridados con sonda para el locus DXZI altoide 
(verde). EI ADN se con[ratiñó con DAPI (azul). Apuntar que la fibra de DXZ l extendida tiende a doblarse en ángulo recto. 
El análisis simultáneo de ssbs y dsbs en ADN de células aisladas, ha sido 
referido anteriormente mediante la utilización de DBD-F1SH sobre cometas neutros. En 
este estudio, empleando electroforesis en dos dimensiones, el modelo de migración 
desde la primera electroforesis, bajo condiciones neutras, debería estar relacionado con 
las dsbs, mientras que el patrón de migración de la segunda electroforesis, bajo 
condiciones alcalinas o tras una desnaturalización alcalina parcial, debería reflejar 
principalmente las ssbs y los lugares lábiles alcalinos que se pueden originar debido a la 
irradiación ionizante (Olive, 1999). Para cuantificar simultáneamente las dsbs y ssbs en 
la misma célula, es necesario que ambos tipos de migración aumenten linealmente con 
la dosis. La cuantificación simultánea de ssb y dsb podría efectuarse empleando agentes 
que inducen estas lesiones exclusivamente, o mediante el uso de células mutantes con 
daño en la reparación de ssb o dsb (Femández et al., 2001 a). Además, el empleo del 
DBD-FISH podría servir para analizar estos parámetros no sólo en el genoma global, 
sino también en secuencias de ADN específicas, de modo que se podría evaluar la 
posible heterogeneidad intragenómica en cuanto a daño y reparación del ADN. El 
empleo de SCGE en dos dimensiones puede ser una herramienta para el estudio de la 
distribución y reparación de las lesiones en el ADN a lo largo del genoma, así como 
para investigar la naturaleza de dicho ensayo. 
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The single-cell gel eleclruphuresis (SC(il:) ur cumet as­
say is a wcll-cstablished pr(>LCdurc for yuatttifyine 1)NA 
breakage and repair in single cells ^Olive, 1999; "Cice et al., 
2(Hx)^. Nuclcuids obtaincd aftcr ccll lysis of agarosc-cm­
bcddcd cells are electruphuresed undu alkalinc or ncutral 
cunditiuns, and after staining UNA with a tluorescent dye, 
eivc the app(:arartce of a comet with a head and a tail. UNA 
brcaks incrcau^ thc migration length and/ur thc amuunt uf 
1)NA in [hc tail. Not only DNA brcaAs, but alsu uthcr 117>cs 
uf Icsions can l>L assesscd, cither ati increases in migration. 
c.g., alkali-labilc sites at alkaline pH, ur as decreas(s in 
migratiun, e.g., UNA-I)NA cross-links. 
Althuugh widely used, Ihere is nu clear underslanding uf 
the electruphoretic behaviur of the DNA in SCGE. In this 
communication we havc pertirrmed neutral and alkaline 
electruphuresis seyuentially on thc same cell (i.c., a right­
angled, bidimensional SCGE) tu ubtain intĈrmation abuut 
thc mcchanisms of DNA migratiun. SCGIi UNA paltcros 
wcre evaluated using cunventional Iluures(xencc in situ hy­
bridizatiun (I^ISH) or UNA breakage de[ecliun-tluorescence 
in situ hybridizatiun (UBU-FISH) ^Femándcz and Gus­
álvcr, 2002^, sincc lhe hybridizatiun signals result in a very 
sensitivc dclincatiun of UNA mulcculcs. 
'fhc study was carried out on human feripheral bhxrd 
Icukucytcs, which were mixed with luw-mclting-^)int aga­
ruse tu give an agarosc cuncentratiun uf O.^^k. 'fhe mix was 
pi^UCd ontu a glass slide cuvered with a thin tilm of Q65r1^ 
standard agaruu dried at 80"C and was covered with a^lass 
covcrslip. After the agarusc sulidificd, the slide was expused 
on ice to x-rays, by administering 0, I3. 26, and 39 Gy in 
transverse strips on the same slide. "I^he slidcs were incu­
hatcd scyucntially for 30 min each in twu lysing solutiuns, 
Muh at 22°C: 0.4 M l'ris-HCI, O.R M dithiolhreitol (U'1"I'). 
I^k s(xtiunt dudccyl sulfalc (til)S), pH 7.5, litlluwcd by 0.4 
M'I'ris-HCI, 2 M NuCI, I'I SI)S, O.OS M I^.I)'I'A, pH 7.5. 
Thc tirst soluliun is sufticienl fur ccll lysis; whcn buth 
solutiuns arc uscd scparatcly, thc lint sulution has a ntorc 
prunuunced effect tha(t the secund, even fur s^(:rmatuzua. 
However, wc have ubserved lhat using the twu sulWiuns 
xryucnlially incrcases thc yuality and sharpncss uf thc chru­
matin artd pnxluccs a txttcr discriminatiun uf thc hcad uf 
lhc come[, 'hhe slides then wcre washed exlensivcly wilh 
'IBI: buffcr (0.O<) M'1'ris-buratc, 0.l>t)2 M lil)'1'A, pH 7.$), 
transferred tu an clectruphoresis chatnber, ;utd clectruphu­
rescd at 20 V( I V/cm), 12 mA, 12.5 min, at 22"C iu '1'131! 
bullcr (tirsl-run neutral dectruphuresis uf nondcnalurcd 
t)NA). After a wash in 0.9^/ NxCI, lhe slides were incu­
batcd al 22"(' tbr ?.5 min in an alkatinc unwinding sulutiun 
(U.03 M NaOH, I M NaCI, pH 12.2) lu gcncratc singlc­
slranded I)NA (ssUNA) starting frum thc cuds of UNA 
hrcaks. Ncxt, thc slidcs wcrc washcd cxtcnsivcly with 0.9'%^ 
NaCI and were urientcd 90" tu thc lirsl rlcclrophuresis fur a 
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Fig. 1. UNA hrcakage de[ec[ion-fluorescence in situ hybridization (UHD-
I^ISII) signals aftar hybñdization with a whole genotxte probe tgrcen) on 
tw^.-dimensional co^rkts ^>htained from human bh^l leukocytes extx^sed 
to 0 ta,a'). 13 tb,b'>. anJ 39 Içc') Gy of x-rays. After the first ncutml 
x;cund electrophuresis of 4 min at 20 V(1 V/cm), 85 mA, 
22°C, in 0.03 M NaOH (pH 12.2) ( secund-run alkaline 
clectrophoresis uf partially denatured DNA: i.e., Expcri­
ment l). '1'he slides were thcn neutralized, washed, dehy­
drated in increasing concentrations of ethanul, and air-dried. 
ssUNA generated by the alkali was detected by hybridir.a­
tiun with a whole-genome prube folluwing the DBD-17SH 
prucedurc ^I^emánder and Gusálvez, 2002J. In F.xperiment 
2, after lhc tirst neutral electrophciresis and the alkaline 
unwinding incubatiun, the slides were washed extensively 
with "I'BI? buCCcr and subjcctcd to a sccond clcctrophcxcsis 
uf 4 min, with [he slides uriented 90° tu the directiun of the first 
run, at 20 V ( I V/cm), 12 mA, 22°C, in TBF: buffer ( secund­
tun neutral electrophoresis uf partially denatured DNA). Fi­
nally, in I:xperiment 3, this satrn secund neutral electrc)phure­
sis wa^ pedotmed irmnediately after the tirst neutral 
clectrophuresis, withuut the alkaline tmwinding slep. In this 
caxx, after dehydratiun, the UNA wati denatured in SO^I^ etha­
nul cuntaining 0.1 M NaOH fur 2.5 min and hybridizcd. 
lmages were acquired using a high-sensitivity CCU cam­
era (Ultrapix 1600, Astrf>Lam, Perkin-Glmer Optcelectrun­
ics, Wiesbaden, Germany). which deteets >16,000 gray 
levels and permits subtractiun uf the current dark image and 
cnrrection for nonunifurm sampte illuminatiun. Image ar^al­
ysis was perfnrmed using a semiautumatic routine designed 
with Visilug 5.1 suttware (Noesis. (hsay. I^ranc;e). 'fhis 
alluws Rx set[ing threshulds and background subtractiun 
and measures the whole fluorescence intensity of the signal. 
I^igurc Ia-c shows images ubtaincd when alkaline elec­
elec[rophoresin Ifrom upper to lower), the ini[ial comel was bticfly un­
wound, and then electrophoresed fmm left to right under alkafine In,b,cl or 
neutral la',b'.c'1 conditions. 
truphoresis was perfurmed at 90° tu lhe preceding run, after 
a brief unwinding step (Expcriment 1). Inadiation prumotes 
grcater llNA migration during the tirst eleclruphoresis ('ha­
blc 1). thc amoun[ of DNA decreasing progressively from 
thc head tu the tip t^f the tail uf the initial cotnct. In this first 
neutral run, the DNA migrates entircly in a duuble-stranded 
cunfurmatiun. "I'he alkaline denaturation during the unwind­
ing and clectrophuretic steps produces ssDNA slarting from 
the ends c)f the breaks, sc) more ssllNA is produced as the 
dose inereases. At the macromolecular level, the hx;al con­
ccntratiun uf radical scavengers and diflercnt chrumatin 
structtfres may in0uence the distributiun of iunizing-radia­
liun-induccd damagc ^Vázyucz-Gundín et al., 2(>02^. How­
ever, frum a practical s[andpoint, datnage can he considered 
lu be randctmly distributed when working with whole nu­
clcus. At this relatively gross level, the ditTerences in DNA 
damage among small chromatin regions are assumed tu be 
negligible in comparisun with the uverall damage tu thc 
genomc, so the areas of higher DNA conccntration shuuld 
ccm[ain a greater amount of damage. Thus, alkaline dena­
turation during thc fmwinding and electrophoretic steps 
producAS mure ssUNA in thc head than in lhc tail, yielding 
a mure intense labeling uf lhe UNA tha[ migrates frum the 
head as thc result ctf the perpendicular sectmd run. 
I:xamining the UNA migration pattetn thal results frum 
the secund 90° alkaline electrophuresis, it is evidenl thal the 
migration uf DNA Irum the head uf the cornet generaled by 
the first run is heterogeneous, with a continuum of high-, 
mcdium- and low-mobilily DNA (Figs. Ic and 2a,a',a"; 
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TABLE I. Quantit•ative Ikrx-Resptmse Uata ( Mean ± titandarrl Ikviatiunl Fruro DRU-FItiH 
With a Whole Genume Probe and Two-Uimensiunal tiCGF. 
oay I^cy ^v cy 
1'irst electrophoresis' 
Migrulinn length Imax) R5.;5 ± 5.62 I;;.R2 '_ I 1.17 177.52 ± I6.Sd 
Setond electruphoretiis" 
Alkaline 
Migrarion length fpixels) 
l^rnm head 
min " 0 0 
max IR1.3R'_ 12.80 IrXi.50± 10.118 2271)5± 1299 
I^rnm middle uf the tail 
min 0 30.77 i 7.Ofi ;033 ± 5.97 
tnax 0 1911)9 ± 10.29 220.IS ± 9.90
 
From tip of Ihe tail 
min 0 1 13.2 ^'_ I;.n9 12R.S0 ± 2;,R7 
max 0 17I.36 ± IR.7b IR3.(S ± 1;.52 
Second eleclrophoresis" 
Neu[ral 
Migrutinn length Ipizels) 
Frnm head 
min O O 0 
max 56.00 ^ R.Sfi 2(A)3R'_ 13.;1 2U5.(N) i IR.v6 
From middle of the tail 
min O 0 0 
maz 0 60.(N) i IO.fi7 7230 i 9hl 
F^ i f h ilmm [ p o t e ta 
min U 0 0 
maz U o 0 
Second electrophorexis' 
Alkalinc Ifi.R^ ^ t.70 28.74 ^ 7.17 51.1)5 ± 10.(i4 
N'holr Jlunrescenre intensih^` 
Second electrophorcsisb 
Neutral 
µ'halr Jlnorescenre inren.rin ` 033 ! U.16 1 31 ^ U 28. . 2^19 + I ;U_ . 
S('GE, single-cell gel electrophoresis: U13U-f^ISll, UNA breakage d^tecGon-fluon^secnce in situ hybridiiau++n. 
*A total of ;$ cells wen^ analyted per exptñmental point. E:xcept for comets having no migralion 10) anJ lhe 
maximum migration length fmm the head for 13 and 39 Gy in the cax of Ihe aecond ncutrul eleclrophon•sis, all 
data were statistically signihcant with dose IStudent's t-test. P< 0.(I5, with appropriate adjushnents made for 
multiple comparisons). 
"Measurerm^nts were made (rnm the center of the head. 
°Migration length is measured fmm the central Inngitudinal axis of the first comet Ixe 1'ig. 2a" and b"). 
`Includes the surface area containinR UNA migraled in the 9u' run and is in whole gmy IuveV10°. 
°No detectahle increase in pixel numher. 
'I'able 1). In the middle uf the initial cumet tail, the migratiun tlcctcd in lhc Whulc Iluoresccncc Intcnsity mcasurcmcnts 
is Iess helerugeneuus, with high- and mcdium-mubility ut Ihc arca cuntaining migratcd DNA ("hablc I). 
DNA. Finally, at the tip of the tail, the migratiun is hOmu- "I'hr in3ages ubtained when the initial ncutral cutncts wcrc 
gcncous, with unly high-mubility I)NA, so thal lherc is nu suhjcclcd tu a ncutral 90° sax)nd run atlcr a bricf unwinding 
labcling at thc original tail positiun. "rhus, thc migratiun uf slep Ilixperiment 2) are presenlcd in I^igure I(a'-c'). As Ihc 
ssDNA by the 90° alkaline elertruphl)resis is pn)gressivcly dusr (d x-rays incrcaus, nwre ssUNA migratcs in Ihc 
morc humugcncuus, muving from lhc head lu lhc [ail of thc sccund run.'hhc UNA migraling frum thc hcad 1)f thc initial 
curnet ubtained from the lirst eleclruphuresis. Uuring the comct is helcrugcncuus, as in thc alkalinc run, with high­
ucund alkaline electruphuresis, lhe Iength of ssllNA in- mubility. mcdium-mobilily, and unmuhilizcd 1)NA sccn 
crc•a.xs with timc, and thcsc ssl)NA mc)lits presumably d() (Fig. Ic'; hig. 2b.b', b"; "1'ablc 1). At thc ccntcr uf thc lail, 
nut interau with each uther due tu the denaturine condi- thc migration is Icss hetcrugcncuus, with mcdiwn-nwbility 
titms. Since thc amount of UNA decreases prugressivcly and un-mubilircd I)NA apparcnt, whcrcas Ihcrc is nt+ I)NA 
fmm the head to the tip uf the tail of the initial cumet, thcrc migratiun fYum thc tip uf thc tail. 'hhus, muving trum thc 
is progressivcly less ssUNA from the hcad tu the tail, su this head tu the tip of the tail uf the cotnet resulting hrum thc lirst 
ssl)NA may be less entangled, and thereby incrcasingly Ger eleclruphuresis, there is prugressively Iess mubilizaliun uf 
tu migrate during thc secund electruphoresis. '1'his is re- ssllNA by [he 90° neutral clectrophuresis. 'I'his is t)ptx)silc 
226 Rivero eF al. 
^ow Mf i:")V .11:,1 M.a 1NAA 
Fig. 2. Gxamples of images from DNA breakage Jetecfion-fluomscence 
in situ hybridiration tDBU-FISH) wilh [he whole genome pmbe, on 
biditmnsional come[s, where [he hrst neutral electrophomsis was fmm 
upper to luwer. anJ after alkafine unwinding, the second electrophorcsis 
was performed imm left to ñght, under alkaline (a,a',a^ or neutral 
fb,b',b") conditions. a',a" and b',b" are schema[ic figures to illustrate 
features of lhe analysis. The long artow, tfrom upper tn lower), mpresenls 
the first neutral electrophoresis. á anJ b': The DNA migration in Ihe 90' 
seconJ run is indicateJ as low tblack artows), medium Igray armws) or 
high Iwhite am^ws). 1he migra[ion of ssUNA by the 90^^ alkaline run ta') 
is pmgressively morc homogeneous in thc high-mobility rangc from the 
head to Ihe tip of [he tail of the initial comet, when^as il is progressively 
lower when the 90` run was neu[ral Ib'). The minimum and maximum 
migrabon lengths in the seconJ tvn were measureJ from three points at [he 
cen[ral longitudinal axis of [he lirsl eomet: at lhe center of [he heaJ, at Ihe 
midJle of Ihe [ail, anJ a[ the tip of the tail (a" and b"1. '[7tese figures are 
only for illustration anJ Jo not Jepict actual measurcmen(s. 
Fig. 3. Twn-Jnnensional comets from unirradiateJ human bla^J leuko­
cytes firs[ electrophoreseJ under neutral condilions tfmm upper to Inwerl 
anJ then 9(Y' electrophorcseJ (from left to righq, undzr the same neutral 
conditions. a: following electmphomsis, DNA was completely Jenaturtd 
anJ hybndizeJ with a whole genome probe Ired). DNA fitx'rs appear freer 
to «tigrate by the 90`^ run as they were hxated at the tip of the tail of thc 
initial rnmet. b,c: Comets were hybridizeJ with a centromeric alphoid 
DXZI hxus probe (green). UNA was DAPI counterstained Iblue). Note 
that the extendeJ DXZI fitxrs tend tn bend at right angles. 
to the result ob[ained when the second 90° run was per­
formed under alkaline conditions. In the case of the 90° 
neutral run, the neutral conditions may allow the partial 
renaturation of the ssDNA generated during [he alkaline 
unwinding step. It appears as if ssDNA motifs entangle 
under these conditions, being less free to migrate. In the head 
of the initial comet, the degree of ssDNA entanglement dces 
not appear to be strong enough to prevent mobdization by the 
second run, at least for a fraction of the DNA. Moving fazther 
in[o the tail, however, the degree of entanglement seems to be 
greater, hindering DNA migration (Table 1). 
In Experiment 3, the DNA remained in its double-stranded 
conformation. In this case, bidimensional comets appeaz to 
consist of DNA fibers (Fig. 3) rather than spots, and DNA from 
the head of the initial comet did not migrate during the second 
electrophoresis, a quite different result from that obtained 
when this 90° run was performed on denatured DNA. Very 
high doses of x-rays (e.g., 52 Gy) were necessary to produce 
fibers extending fmm the head (data not shown). Unlike the 
results of Klaude et al. [ 1996], who did not detect reorientation 
of the DNA from the tails after a second neutral electrophoresis 
at 90° to the first, we obtained a clear reorientation with the 
second run. Thus, moving from the head to ihe tail of the initial 
comet, the migration distance of the fibers increased in the 
second run (Fig. 3a), i.e., the fibers displayed higher flexibiliry 
and capacity to be mobilized by the second run. Moreover, the 
fibers tended to bend at right angles from a variable point in the 
tail. This was demonstrated using both a whole genome probe 
(Fig. 3a) as well as a specific probe that hybridizes to centro­
meric alphoid sequences of the X chromosome (DXZI locus; 
Fig. 3b,c). The multibranched appearance of DXZI hybridiza­
tion in Figure 3c probably reflects the organizztion of this locus 
in three DNA loops that were not disrupted during the elec­
trophoresis as in Figure 3b. We interpret these pattems as 
indicating that the first migration under neutral conditions 
starts with the insertion of the tip of a loop or chromatin fiber 
into a pore of the semi-solid agarose matrix, pulling and 
producing longitudinally electrostretched chromatin fibers in 
the direction of the anode [Singh and Stephens, 1997]. The end 
of the fiber is continuously adapting and choosing a pore of the 
agarose matrix in the d'vection of the electric field, going 
forward by fits and starts, and sculpting a pathway like a 
semi-rigid tube through which the rest of the fiber flows. The 
subsequent 90° electrophoresis pulls the elongated fiber into 
adjacent small perpendiculaz pores, but the fiber can enter and 
advance trough one of these pores only at its terminus. Then, 
the fiber is pulled in the perpendicular direction, with its tip 
leading. As the electrophoresis progresses, additional fiber may 
be unfolded from its origin in the head of the comet, being 
guided through the rigid pores like a string in a tube, and 
bending at the point were the tip has been introduced into the 
petpendicular pore. Therefore, the right-angle bending point 
probably reflects the place where the tip of the fiber was 
located when it moved in the perpendicular direction. 
A simultaneous analysis of radiation-induced DNA sin­
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gle-strand breaks (ssb) and double-strand breaks (dsb) in 
single cells has been reported using UBD-FISH on neutral 
comets [Fernández et al., 2001]. In the present study, using 
two-dimensional electrophoresis, the migration pattems 
from the first run, under neutral conditions, should be re­
lated to the dsb yield, whereas the migration patterns from 
the second run, performed under alkaline or after a partial 
alkaline unwinding, should mainly reflect the ssb and alkali­
labile sites that may be produced, for instance, by exposure 
to ionizing radiation [Olive, 1999]. To quantify dsb and ssb 
simultaneously in the same cell, it is necessary for both 
migration pattems to have a linear increase with dose. Then, 
manipulation of the denaturation level should reveal the 
amount of ssDNA mobilized by the second run, adapted to 
produce a linear increase in the mobilization parameters 
over the specific range of doses used in the experiment. 
Demonstrating the simultaneous quantification of ssb and 
dsb could be accomplished using agents that induce these 
lesions exclusively, or using mutant cells with impaired ssb 
or dsb repair [Femández e[ al., 2001 ]. Moreover, the use of 
DBD-FISH should be able to analyze these parameters not 
only in the whole genome, but also in specific DNA sequences, 
thus evaluating possible inlragenomic heterogeneity in DNA 
damage and repair. We propose using two-dimensional SCGE 
methodologies as a tool for studying the distribution and repair 
of DNA lesions along the genome, as well as for investigating 
mechanistic aspects of the SCGE assay. 
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4. Diferencias en los patrones de 
reparación de las secuencias 
teloméricas intersticiales en células 
de hámster chino normales y 
deficientes en la reparación de 
roturas de cadena doble del ADN 
Resultudos v Discusitin 
Señal basal en DBD-FISH y estructura de !as ITRS (secuencias teloméricus 
intersticiales). 
En estos experimentos, se procesaron mediante DBD-FISH las líneas celulares 
de hámster chino intactas, reali-rando la hibridación con sonda para el genoma total. En 
la figura 22 se representa la señal basal obtenida empleando condiciones de 
desnaturalización alcalina muy restrictivas (NaOH 0,03M, 7°C, 2,Smin), que 
teóricamente generaría pequeños tramos de ADNcs a partir de los extremos de las 
roturas basales y de los lugares lábiles alcalinos. Se pone en evidencia que la señal basal 
de DBD-FISH no se distribuye de forma homogénea en el nucleoide, presentándose 
áreas con fuerte marcaje basal en los mismos. Se realizó entonces una hibridación 
simultánea con sonda para el telómero, y se vió que las áreas que se marcaban 
fuertemente con la sonda de genoma total co-hibridaban con la sonda de telómero, 
revelando que el álcali genera una mayor cantidad de ADNcs en las ITRS (Fig. 22). 
Esta observación nos sugiere que dentro del genoma de las células de hámster chino, las 
ITRS presentan el mayor nivel de sensibilidad al álcali. Esto es algo inesperado debido 
a que las secuencias teloméricas se consideran ricas en GC en relación con el resto del 
genoma y no se espera que se desnaturalicen fácilmente. Debería haber alguna 
modificación en el ADN nativo de las ITRS que hace que sea muy sensible al álcali. 
Figttra 22. Señales basales de DE3D-P[SH en una célula dc hámster chino, tras la hibridación simultánea con sonda para 
el genoma total (verde, izquierda) y sonda telomérica (rojo, derecha), con contratinción en DAPI (azul). Sc obscrva una 
co-localiración de la señal basal de las ITRS con las r.onas de gran intensidad del gcnoma total, demostrando una 
extremada sensibilidad de las ITRS a la desnaturalización por el álcali. 
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Mediante digestión in situ con Exonucleasa III se analizó la naturaleza de estos 
lugares lábiles alcalinos constitutivos en las ITRS (Fig. 23). Esta nucleasa genera 
tramos de ADNcs a partir de los extremos 3" de la rotura. Además, rompe los lugares 
abásicos, lugares apúricos o apirimidínicos (AP), produciendo también ADNcs que se 
amplía a partir de estos lugares (Liu et aL, 2002). Se sabe que el álcali también 
transforma estos lugares AP en roturas de ADN, de modo que son los lugares lábiles 
alcalinos (Teoule, 1987; von Sonntag, 1987). Este ADNcs generado tras la digestión 
con la exonucleasa III se puede detectar mediante hibridación con sonda para el genoma 
total (Gosálvez et al., 2002) (Fig. 23a, b). En este caso, no fue tan evidente la 
heterogeneidad en el marcaje, sin embargo se detectaron áreas con hibridación 
ligeramente más fuerte, que se co-localizan con la señal telomérica. Esto significa que 
los lugares AP contribuyen mínimamente a la sensibilidad al álcali de las ITRS. 
Se ha demostrado que el ADN en la cromatina de células mitóticas es más 
sensible a la desnaturalización que el ADN en la cromatina de células en interfase 
(Darzynkiewicz et al., 1987; Darzynkiewicz, ]994). Mediante digestión in situ con 
nucleasas específicas de cadena sencilla, como la S1 y la nucleasa mung bean, se ha 
demostrado que esta sensibilidad se relacionaba con la mayor cantidad de segmentos 
cortos de ADN sin emparejar, en los cromosomas mitóticos (Juan et al., 1996). 
Basándose en estas observaciones, se hipotetizó que una fuerza de torsión mayor en los 
bucles de ADN de los cromosomas mitóticos puede permitir la formación de un elevado 
número de estructuras en horquilla de cadena simple, que son sensibles a las nucleasas 
específicas de cadena sencilla. Estos segmentos de ADN sin emparejar son muy 
pequeños para ser detectados mediante tinción con naranja de acridina o mediante 
FISH. Sin embargo, se podrían comportar como puntos donde los agentes 
desnaturalizantes podrían iniciar la generación de ADNcs, que entonces comien-ra a ser 
detectado por estos procedimientos. Empleamos nucleasa mung bean para digerir los 
posibles tramos de ADN sin emparejar presentes en el nucleoide. La incubación 
secuencial con exonucleasa III transforma los extremos 3"-OH resultantes de la 
digestión con la nucleasa mung bean en tramos de ADNcs que hibridarán con sondas de 
ADN. De este modo, el incremento en la señal de hibridación tras la secuencia nucleasa 
mung bean-exonucleasa III comparado con la exonucleasa III sola, será dependiente del 
ADNcs extra generado por la exonucleasa 111 en los segmentos de ADN sin emparejar 
eliminados por la nucleasa mung bean. Esta incubación secuencial dió como resultado 
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áreas de fuerte marcaje en el nucleoide con sonda para el genoma total, que se co­
localizaban con las señales teloméricas (Fig. 23c, d). Esto sugiere que los bloques de 
ITRS presentan una esttuctura cromatínica particular, estando enriquecidas en pequeños 
segmentos de ADN sin emparejar, que podrían ser la principal razón de su pronunciada 
sensibilidad al álcali. La constitución de una estructura de la cromatina altamente 
compactada específicamente en los largos bloques de ITRS puede resultar en una fuerza 
de torsión mayor que dará lugar a una gran densidad de segmentos de ADN sin 
emparejar. Dado que el ADNcs es mucho más sensible que el ADN bicatenario a varios 
tipos de daño (Shapiro 198 ]; Legault et al., 1997), la elevada densidad de segmentos de 
ADN sin emparejar podría explicar la frecuencia más alta relativa de daño basal en el 
ADN y la sensibilidad a la radiación ionizante, en los grandes bloques de ITRS. La 
constitución de esta estructura cromatínica específica podría ser el factor principal que 
explique porqué algunas ITRS son sensibles y otras no. Posiblemente, 1TRS muy cortas, 
tanto las constitucionales como las formadas tras la integración por transfección de 
pequeños plásmidos (Desmaze et al., 1999), pueden no alcanzar la talla crítica o la 
orientación precisa, para ser organizadas del mismo modo que la estructura cromatínica 
específica que puede conferir sensibilidad a la rotura y recombinación. Las pequeñas 
ITRS constitucionales no serían directamente responsables de la fragilidad 
cromosómica, pero estarían insertadas en regiones frágiles preexistentes (Legault et al., 
1997). La orientación de la secuencia telomérica parece jugar un papel esencial en la 
determinación de la sensibilidad. De este modo, se demostró un incremento dramático 
en la frecuencia de reordenamientos reasociación de genes cuando secuencias 
teloméricas de 800 pb se insertaban en ambas orientaciones en el segundo intrón del gen 
APRT de células de hámster chino, mientras que la inserción en una orientación o en la 
otra, no dió lugar a rotura y recombinación (Kilburn et al., 2001). Además, se ha 
demostrado que una ITRS murina teniendo una estructura de repetición invertida fue 
sensible a la radiación, mientras que una ITRS con una organización de repetición 
simple en tándem no (Bouffler et al., 1993). Es posible que estas estructuras promuevan 
una organización cromatínica específica, enriquecida en segmentos de ADN sin 
emparejar, que pueden conferir fragilidad cromosómica. 
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Genoma Total Telómero
 
0 
0 0 
Figura 23. Células de hámster chino, a las que se les han eliminado las proteínas, digeridas in situ con exonucleasa IlI (a, 
b) y con nucleasa mung bean previa a la exonucleasa I[I (c, d). f-:I ADN de cadena sencilla generado por la exonucleasa 
III se detectó mediante hibridación simultánea con sonda para el genoma tofal (verde; a, c) y sonda para el telómero (rojo; 
b, d). La digestión secuencial con mung bean y con exonucleasa III, da lugaz a áreas de fuene mazcaje en el nucleoide 
con la sonda para el genoma total ( c), que se co-localizan con las señales teloméricas ( d). Esto sugiere que los bloques de 
ITRS presentan una estructura particular de la cromatina, enriquecida en pequeños segmentos de ADN sin emparejar. 
Sensibilidad a ssb y dsb inducidas por radiación ionizante 
Cuando se realiza una electroforesis neutra sobre los nucleoides, su longitud de 
migración está relacionada con las dsb. Entonces, el cometa puede ser desnaturalizado 
en álcali, para transformar las roturas de cadena del ADN y los lugares lábiles alcalinos 
que se encuentran dispersos sobre el cometa, en pequeños tramos de ADNcs que 
hibridarán con las sondas de ADN, obteniendo una señal de DBD-FISH. De este modo, 
la longitud de migración de esta señal debería estar relacionada con las dsb inducidas 
por la irradiación, mientras que la intensidad de fluorescencia media de la misma señal 
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sería indicativa de las ssb y de los lugares lábiles alcalinos (Fernández et al., 2001 a). 
Esto se empleó para estudiar las ssb y dsb iniciales inducidas por rayos X, en las ITRS y 
en el genoma total. 
Para establecer una comparación entre ambas dianas, se tuvieron en cuenta tres 
factores: 
Primero, el tamaño de la secuencia así como su respectiva señal basal, son 
bastante diferentes, de modo que solamente se podrían emplear para comparar sus 
sensibilidades los valores relativos del incremento en la señal de DBD-FISH en una 
diana específica, con respecto a la señal basal específica de la misma diana (Vázquez-
Gundín et al., 2002). 
Segundo, ya que la mayoría de las señales basales en el genoma total dependen 
de estas ITRS, la curva dosis-respuesta en el genoma global se realizó usando una sonda 
para el genoma total donde la fuerte señal debida a las ITRS ha sido parcialmente 
suprimida mediante una incubación previa con exceso de secuencias de ADN 
telomérico sin marcar (Fig. 24). 
Tercero, el álcali podría generar una longitud diferente de ADNcs de una rotura 
inducida en diferentes dianas, y la tasa de renaturalización puede ser también diferente. 
Para estimar estas posibles diferencias en la tasa de desnaturalización-renaturalización 
en las ITRS comparada con la del genoma total, se obtuvieron nucleoides desprovistos 
de proteínas, realizando un paso lisis. Posteriormente se irradiaron los nucleoides, se 
realizó la electroforesis, y finalmente la desnaturalización y la hibridación. Ya que la 
irradiación se realizó en ADN prácticamente desnudo, sin estructuras cromatínicas 
diferenciales, se puede asumir una inducción de roturas de ADN al azar, a nivel 
submicroscópico. De este modo, la misma densidad de roturas de ADN, es decir, roturas 
de ADN por unidad de longitud, se inducirían en las diferentes dianas. Los coeficientes 
lineales de las curvas de dosis-respuesta reflejan las tasas de desnaturalización­
renaturalización (Vázquez-Gundín et al., 2002). 
Las curvas dosis-respuesta tras la inadiación de nucleoides de diferentes líneas 
celulares de hámster chino, y sus coeficientes, se representan en la figura 25 y en la 
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tabla 6, respectivamente. No hay diferencias evidentes entre las diferentes líneas 
celulares, y entre los bloques de ITRS y el genoma total, tanto para el incremento 
relativo en la intensidad media de fluorescencia, es decir ssb, como para el incremento 
relativo en la longitud de migración, es decir dsb. En consecuencia, la irradiación de 
nucleoides demostró que las ITRS tienen una tasa similar de desnaturalización­
renaturalización y una movilidad eletroforética como las secuencias de ADN del resto 
del genoma. Esto significa que no se hace necesario un factor de corrección para estos 
parámetros en la señal de dosis-respuesta resultante tras la irradiación de células nativas. 
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DBD-FISH con sonda para el Genoma Total 
Sin supresión telomérica Con supresiónTclomérica 
Figura 24. Dl3D-h'ISEI en cometas neutros en células de hámster chino, tras la hibridación con sonda para cl genoma 
total sin (a) y con (b) supresión de la señal procedente de las 1"I'RS. 
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Figura 25. Curvas dosis-respuesta para ssb y dsb en el genoma total (símbolos rellenos) y para las fPRS 
(símbolos vacios), obtenidas mediante DBD-FISH en cometas neutros tras la irradiación de células de hámster 
chino desproteinizadas. No se encontraron diferencias significativas entre las 1"1'RS y el genoma total para 
ambos tipos de daño en el AllN. 
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Lo siguiente que se realizó fueron las curvas dosis-respuesta tras la exposición a 
rayos X a las células nativas de las diferentes líneas celulares de hámster chino (Fig. 26 
y 27, Tabla 6). De nuevo, no se encontraron diferencias entre las distintas líneas 
celulares. En relación con las ssb, el incremento relativo en la intensidad media de 
fluorescencia para las ITRS fue similar al del genoma global. Así, las ssb fueron 
inducidas con densidad similar tanto en las ITRS como en el genoma total, en una 
célula intacta. Sin embargo, en el caso del incremento relativo en la longitud de 
migración, las TI'RS fueron menos movilizadas que el genoma total, por un factor de 
0,5. De este modo, la movilización electroforética de los bloques de 1TRS con la 
inducción de dsb por irradiación en una célula con su organiración cromatínica nativa 
es la mitad que en el genoma total. Sin embargo, ya que la densidad de ssb inducidas 
fue similar en ambas dianas, no es probable que la densidad de dsb inducidas sea 
diferente. Este resultado sugiere que para la misma densidad de dsb, la movilidad 
electroforética en el ensayo de cometas puede ser diferente en diferentes áreas de 
secuencias del ADN. Esta movilización diferencial es dificil de explicar ya que no es 
evidente cuando la irradiación se realiza en nucleoides. Posiblemente podría estar 
relacionada con el enmarañamiento de las ITRS, que podrían dificultar su migración. 
Mientras que las ITRS tienden a agruparse en regiones concretas en el núcleo en 
interfase, siendo susceptibles al enmarañamiento, se dispersan en el nucleoide. La 
inducción de roturas de ADN en secuencias ITRS esparcidas podría aumentar su 
relajación en el nucleoide, de modo que podrían migrar tan libres como el genoma total. 
Sin embargo, en el caso de la irradiación de ITRS agrupadas, podrían permanecer 
interacciones posibles después de la lisis, conservando un cierto grado de 
enmarañamiento, o se podrían generar interacciones entre ellos, por ejemplo debido a 
enlaces cruzados inducidos diferencialmente, siendo menos libres para migrar. 
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Figura 26. Señales representativas de DBD-FISH en cometas neutros, obtenidas tras la irradiación con dosis 
crecientes de rayos X(0, 15, 25 y 50 Gy, de izquierda a derecha) en el genoma total (verde, a), y en las ITRS (rojo, 
b), de células de hámster chino. 
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Figura 27. Curvas dosis-respuesta paza las ssb y dsb en el genoma total (símbolos rellenos) y en las 
ITRS (símbolos vasíos), obtenidas mediante DBU-FISH en cometas neutros tras la irradiación de 
líneas celulazes de hámster chino. No se encontraron diferencias significativas entre las ITRS y el 
genoma total en las ssb. Sin embargo, la longitud de migación relativa (dsb) de las ITRS fue la mitad 
que en el genoma total. 
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Nucleoides Línea celular GT ITRS 
H09 1, 29t0,06 1,22t0,09
 
796 1, 34t0,07 1,36t0,10
 
ssb utante DNA PKcs XR-C1 1,36t0,08 1,31t0,20
 
utante DNA PKcs XR-C2 1,23t0,09 1,29t0,18
 
utante Rad51C CL-V46 1,30t0,04 1,26t0,05
 
H09 0,44t0,04 0,47t0,07
 
9B­ 0,47t0,03 0,57t0,03 
dsb­ utante DNA PKcs XR-C1 0,56t0,06 0,62t0,10
 
utante DNA PKcs XR-C2 0,50t0,05 0,52t0,08
 
utante Rad51C CL-V4B 0,52t0,03 0,50t0,05
 
Células­ GT ITRS 
H09 0,029t0,002 0,025t0,001 
96 0,034t0,002 0,021t0,003 
ssb­ utante DNA PKcs XR-C1 0,029t0,002 0,026t0,001
 
utante DNA PKcs XR-C2 0,027t0,003 0,024t0,003
 
utante Rad51C CL-V4B 0,022t0,003 0,019t0,004
 
H09 0,010t0,002 0,005t0,001
 
9B­ 0,014t0,002 0,006t0,001 
dsb­ utante DNA PKcs XR-C1 0,008t0,003 0,004t0,001
 
utante DNA PKcs XR-C2 0,009t0,001 0,004t0,001
 
utante Rad51C CL-V4B 0,012t0,002 0,005t0,001
 
Tsbls 6. Coeficientes de Ias curvas dosis-respuesta, ajustados a una recta, para las ssb y dsb. Estos coeficientes se 
obtuvieron tras la irradiación de los nucleoides o de las células procedentes de diferentes líneas celulares de hámster 
chino, procesadas mediante DBD-FISH en cometas neutros, analizando el genoma total (GT) y las secuencias 
repetitivas teloméricas intersticiales (ITRS). 
Cinética de reasociación de ssb y dsb inducidas por rayos X. 
Las ssb inducidas mediante rayos X se reparan rápidamente en células de 
mamíferos a través de la vía de reparación de escisión de bases. Sin embargo, las dsb 
plantean una amenaza seria a la integridad del genoma ya que pueden ser unos potentes 
inductores de aberraciones cromosómicas. Como ya se ha descrito en la introducción, la 
reparación de las dsb se efectúa, al menos, mediante dos vías principales, HR y NHEJ 
(Haber, 2000; Karran, 2000; van Gent et al., 2001; Kanna y Jackson, 2001). HR está 
mediada principalmente por el grupo de genes RAD52. Esta vía requiere una copia 
homóloga intacta como modelo para la reparación, dando lugar a una reparación precisa 
de la dsb (Sonoda et al., 2001). En este caso, t.ui extremo 3' invade el dúplex de ADN 
homólogo y se extiende mediante la acción de la ADN polimerasa. La proteína RAD51 
cataliza la reacción de intercambio de cadena, interactuando directa o indirectamente 
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con proteínas adicionales. Por otra parte, NHEJ comete errores y generalmente da lugar 
a pequeñas deleciones, siendo probablemente la vía principal de reparación de dsb 
producidas por la radiación ionizante en las células de mamíferos. En esta vía, la 
proteína heterodimérica Ku se une a los extremos de ADN, yuxtaponiéndolos y también 
se requiere a la ADN-PKcs que fosforila varias proteínas dianas. Finalmente, un 
complejo de ADN ligasa N y proteína XRCC4 efectúa el paso de unión. 
Se ha evaluado la tasa de reunión de ssb y dsb en líneas celulares de hámter 
chino control (CH09 y V79) y en mutantes en la ADN-PKcs (XR-C 1 y XR-C2). La 
cinética de reparación de las ssb en las ITRS fue similar a las del genoma total, mientras 
que, como se esperaba, la ausencia de actividad ADN-PKcs no afectó dicha cinética 
(Fig. 28). La tasa de reparación de dsb, estudiada por la longitud de migración relativa 
de la señal de DBD-FISH, fue inicialmente más lenta en las ITRS que en el genoma 
total, en las células control (Fig. 28). De este modo, la tasa de reasociación de dsb 
parece no ser homogénea en el genoma, y podría ser modulada de forma diferencial por 
la estructura de la cromatina, dando lugar a una heterogeneidad intragenómica. En 
ausencia de actividad ADN-PKcs (ej. mutantes XR-C1 y XR-C2), la tasa de reparación 
en el genoma total aparece más lenta que en las células control (Fig. 28). Este hecho se 
ha descrito también en células de ratón scid, con mutación en la ADN-PKcs (Sonoda et 
al., 2001). Sin embargo, y sorprendentemente, la tasa de reparación de dsb en las ITRS 
no se modificó con respecto al control, a pesar de la ausencia de actividad ADN-PKcs 
(Fig. 28). De este modo, la actividad ADN-PKcs parece no afectar de modo detectable 
la tasa de reparación de dsb presentes en las ITRS. Este resultado puede sugerir que las 
vías de reparación de dsb podrían operar diferencialmente en regiones específicas del 
genoma. Algunas secuencias de ADN o regiones genómicas con organizaciones 
cromatínicas específicas pueden estar mediadas preferentemente por una vía/s de 
reparación de ADN específica. Aunque NHEJ y HR contribuyen a la reparación de dsb, 
se ha encontrado que su importancia relativa es diferente entre organismos y tipos 
celulares. Por ejemplo, los fibroblastos embrionarios de ratón deficientes en la ADN-
PKcs son radiosensibles, mientras que esta deficiencia no modifica la radiosensibilidad 
de células madre de ratón (Gao et al., 1998). Además, al contrario que otros tipos 
celulares o líneas celulares, la HR parece ser la vía principal de reparación de dsb en la 
línea celular B de pollo DT40, mientras que la inactivación de Ku70 no afecta su 
radiosensibilidad. En ese caso, HR parece preferencial en la fase S-G2 tardía del ciclo 
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celular, mientras que NHEJ juega un papel dominante durante la fase S y G1 temprana 
(Takata et al., 1998). En otro ejemplo, los ratones mutantes en la DNA-PKcs son 
hipersensibles a la radiación ionizante, mientras que los ratones Rad 54-/- no lo son. Sin 
embargo, el doble mutante es más radiosensible que el simple, confirmando los papeles 
diferenciales y complementarios de la reparación de dsb mediante NHEJ o HR (Essers 
et al., 2000). Sin embargo, el complejo Rad50-Mrell-Nbsl puede jugar un papel en 
ambas vías (van Gent et al., 2001), y ambos podrían tener papeles solapados. Sería 
posible que una vía funciones como alternativa cuando la vía principal no funciona 
adecuadamente (Takata, 1998). En nuestro caso, la influencia de la vía HR de 
reparación de dsb se estudió en el mutante de Rad51C CLrV4B (Fig. 28). Rad51C es un 
componente común de distintos complejos que contienen Rad51, y estas células 
mutantes son ligeramente, pero consistentemente, hipersensibles a la muerte celular por 
rayos X(Godthelp et al., 2002). Solamente se ha encontrado una tasa de reparación 
ligeramente más lenta en las dsb, en el mutante de Rad51, para el genoma total, pero no 
en las ITRS, sugiriendo una contribución marginal de la vía HR para reparar las dsb 
producidas por irradiación, como han indicado Wang et al., (2001b). En consecuencia, 
la tasa de reparación de dsb en ITRS en células de hámster chino parece no estar 
modificada de modo apreciable en las líneas celulares mutantes de las conocidas vías 
NHEJ y HR aquí ensayadas. Estos resultados se relacionan con el hecho de que los 
mutantes para las proteínas implicadas en las vías NHEJ, HR o en ambas, no muestran 
una eliminación completa de la reparación de dsb (Komatsu et al., 1995; Wachsberger 
et al., 1999; Haber, 2000; Wang et al., 2001a). Esto es especialmente evidente en la fase 
inicial inmediatamente después de la exposición, e indica que pueden estar presentes 
otras vías de reparación relacionadas, desconocidas, redundantes o no relacionadas. 
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Figura 28. Tasa de reparación de las ssb y dsb en el genoma total (símbolos rellenos) y en las ITRS (sfmbolos vacíos), 
ob[enidas median[e DBD-FISH en cometas neutros [ras la irtadiación de líneas celulares de háms[cr chino. No sc 
encontrazon diferencias significativas entre las ITRS y el genoma total para las ssb. Sin cmbargo, Ias ITRS muestran 
una tasa de reparación más lenta para las dsb, en compazación con el genotna total. Adcmás, esta cinética no sc 
modifica significativamente en los mutantes DNA-PKcs o Rad S 1C. 
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Abstract 
Interstitial Telomeric Repeat Sequence (ITRS) blocks are recognized as hot spots for spontaneous and ionizing radiation-induced 
chromosome breakage and recombination. Background and ionizing radiation-induced DNA breaks in large blocks of ITRS from Chinese 
hamster cell lines were analyzed using the DNA Breakage Detection-Fluorescence In Situ Hybridization (DBD-FISH) procedure. Ow results 
indicate an extn^mely alkali-sensitivity of rfRS. Furtherrnore, it appears that ITRS blocks exhibit a particular chromatin structure, being 
enriched in short unpaired DNA segments. These segments could be liable to severe topological stress in highly compacted areas of the 
genome resulting in their spontaneous fragility and thus explaining their alkali-sensitivity. The induction and repair kinetics of DNA single­
strand breaks (ssb) and DNA double-s[rand breaks (dsb) induced by ionizing radiation were assessed by DBD-FISH on neutral comets using 
Chinese hamster cells deficient in either DNA-PKcs or Rad51C. Our results indicate that the initial rejoining rate of dsb within 1TRS is 
slower than that in the whole genome, in wild-type cells, demonstrating an intragenomic heterogeneity in dsb repair. Interestingly, in the 
absence of DNA-PKcs activity, the rejoining rate of dsb within ITRS is not modified, unlike in the whole genome. This was also found in the 
case of Rad51 C mutant cells. Our results suggest the possibility that different DNA sequences or chromatin organizations may be targeted by 
specific dsb repair pa[hways. Furtherrnore, it appears tha[ additional unknown dsb repair pa[hways may be opera[ional in mammalian cells. 
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved. 
Keywords: DBD-FISH; Comet assay; In[ers[itial telomeric sequences; DNA single-shand breaks; DNA double-strand breaks; lonizing mdiation; Homologous 
recombination; Non-homologous end joining 
Introduction comprising hundreds of kilobases ( kb) of DNA on each 
chromosome [3]. In conttast to primary Chinese hamster 
Vertebrate telomeres consist of arrays of TTAGGG cells, their immortalized counterparts exhibit much shorter 
repeats associated with specific proteins [ 1]. The function terminal telomeric sequences, which are undetectable by 
of telomeres is to prevent end-to-end chromosomal fusions conventional FISH [4]. Possible origins of ITRS include 
and their exonucleolytic degradation. In addition to the telomere-telomere fusion events during evolution [2,5] or 
terminal location, telomeric repeat sequences have been the insertion of telomeric DNA within unstable sites during 
detected in intrachromosomal regions in a wide vatiety of the repair of dsb [6]. In fact, some relatively small ITRS 
vertebrates [2]. In the case of Chinese hamster ( Cricetu/us appear to be flanked by AT rich DNA sequences, which 
griseus) cells, extended blocks of ITRS are present in the could be unstable [^]. FISH on extended DNA fibers and in 
centromeric-pericentromeric regions of most chromosomes, mechanically elongated chromosomes demonstrated that 
these long telomeric-like DNA repeats are continuous, 
• Conesponding author. Labotawrio de Genética Molecular y Radio­ uninterrupted sequences, at least at the resolution power of
biología, Centro Oncológico de Galicia, Avda de Montsenat s/n, 15009 La these procedures [7]. Moreover, they seem no[ to be associ-Coruña, Spain. Fax: +34-981-287122. 
E-mail addresses: genetica@cog.es, JLFemandezLcanalejo.org ated with the nuclear matrix, unlike tetminal telomeric 
(].L. Feméndez). sequences [8]. 
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The long ITRS from Chinese hamster cell lines have been 
found as preferential sites for spontaneous or induced chro­
mosome breakage and recombination [9 17]. Thus, chro­
mosome deletion breakpoints occurring during the 
karyotypic evolution of immortalized Chinese hamster cell 
lines tend to cluster within ITRS [14]. In fact, marker 
chromosomes carrying ITRS from centromeric-pericentro­
meric origin can often be found at interstitial or terminal 
locations [10,15-17]. Moreover, ITRS blocks from Chinese 
hamster cell lines behave as hot spots for ionizing radiation 
and restriction endonuclease-induced chromosome breakage 
and recombination [9,11,12,14J. Breakage within the lazge 
ITRS blocks may also cause delayed chromosome instability 
and DNA sequence amplification [10,13]. Besides the long 
centromeric-pericentromeric ITRS, Chinese hamster chro­
mosomes also contain much shorter artays of telomeric-like 
repeats at non-centromeric intrachromosomal positions [ I S]. 
Nevertheless, not all ITRS are hot spots for rearrangement 
[ I 8], and the sensitivity to breakage of short ITRS is not cleaz 
[19,20]. Practically all studies on sensitivity to breakage and 
recombination were performed at the chromosomal level, that 
is, visualizing the final result of a complex process of 
induction, signaling, processing and repair of DNA damage 
induced within a specific DNA sequence and chromatin 
organization. Here, we have applied the DBD-FISH proce­
dure to analyze (a) the sensitivity of the long [TRS of Chinese 
hamster cell lines to the initial induction of ssb and dsb, (b) 
their initial repair kinetics and the influence of DNA-PKcs 
and Rad51 C activity on this repair and (c) to obtain informa­
tion about their structural organization. 
Materials and methods 
Cell rypes 
Chinese hamster cell lines, wild type (CH09 and 
V79B), two mutants without DNA-PKcs activity (XR-Cl 
and XR-C2), that is, with impaired non-homologous end 
joining (NI-IE.i) pathway of dsb repair [21-23], and a 
Rad51C mutant (CL-V4B), with defective homologous 
recombination (HR) pathway of dsb repair were used 
[24]. Cell lines were grown as monolayers in the dark at 
37°C in RPMI medium supplemented with l0% fetal calf 
serum, antibiotics and ^-glutamine and irradiated under 
exponentially growing conditions. Conventional FISH with 
the telomeric probe on mitotic chromosomes from these 
cell lines only reveals signals from the large centromeric­
pericentromeric blocks of ITRS, terminal telomeres and 
short non^entromeric ITRS being undetectable. 
Cell processing 
The DBD-FISH procedure has been described in detail 
elsewhere [25-27]. Cultured cells mechanically disaggre­
gated and resuspended in RPMi medium were mixed with 
1% low-melting point agarose, to achieve the latter a 
concenáation of 0.7%. Fifty microliters of the suspension 
was pipetted onto a glass slide coated with a thin film of 
0.65% standard agarose that previously had been dried at 
80°C, covered with a 24 x 60 mm glass coverslip and 
stored at 4°C for 5 min. After gelification, the slide was 
exposed on ice to X-rays 100 kVp (Philips RT-100), 
administering 0, 12.5, 25 and 50 Gy doses in transversal 
strips on the same slide. Immediately after imadiation, the 
coverslips were removed and the slides were immersed 
sequentially in two lysing solutions to obtain nucleoids, 
that is, practically deproteinized DNA keeping nuclear 
shape, with extended peripheral loops: 0.4 M Tris-HCI, 
0.8 M DTT, 1% SDS, pH 7.5, 42 °C, 45 min, followed by 
0.4 M Tris-HCI, 2 M NaCI, 1% SDS, 0.05 M EDTA, pH 
7.5, 42°C, 45 min. After washing in 0.9% NaCI, nucleoids 
were unwound in 0.03 M NaOH, 7°C, 2.5 min. After 
alkaline incubation, a neutralization step was performed 
with 0.4 M Tris-HCI, pH 7.5 for 5 min. Slides were briefly 
washed in TBE buffer (0.09 M Tris-Borate, 0.002 M 
EDTA, pH 7.5), dehydrated in 70%, 90%, 100% ethanol 
baths, 2 min each and air-dried. 
Neutral comets were processed in the same way, except 
that after incubatíon in lysing solutions, the slides were 
washed in abundant TBE buffer for 10 min, trdnsferred to an 
electrophoresis chamber and electrophoresed at 20 V(1V/ 
cm), 12 mA, 15 min at room temperature (22°C) in TBE 
buffer. Then they were washed in 0.9% NaCI for 2 min, 
unwound, neutralized, washed, dehydrated and air-dried. 
In other experiments, the irradiation was performed on 
the nucleoids, that is, the DNA devoid of most of proteins, 
administering 0, 0.5, 1 and I.5 Gy of X-rays in transversal 
strips on the same slide. Then they were electrophoresed 
under neutral conditions, unwound, neutralized, washed, 
dehydrated and air-dried. 
For experiments aimed at measuring rejoining of DNA 
breaks, cultured cells in monolayers were exposed to X­
rays (50 Gy) on ice and then allowed to recover by 
adding new media at 37°C, and incubating at 37°C, for 0, 
15, 30 and 60 min. All the different incubation times were 
assayed in each slide, including a microgel containing 
control-unirradiated cells. This was carried out by pipet­
ting 8 µl of the cell-agarose suspension from each repair 
time onto separate areas of the same slide, which were 
covered with a 16 x 16 mm coverslip. Thus, a11 different 
repair times were simultaneously processed under the 
same conditions. Then, the cells were lysed, electrophor­
esed under neutral conditions, unwound, neutralized, 
washed, dehydrated and air-dried. 
FISH 
Thirty microliters of a Chinese hamster whole genome 
probe biotin-labeled by nick-translation (4.3 ng/µl in 50% 
formamide/2 x SSC pH 7, 10% dextran sulphate, 100 
mM calcium phosphate) was denatured and pipetted on 
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dried slides and incubated ovemight at room temperature. 
In other cases, the whole genome probe was mixed SO 
times with excess unlabeled telomeric DNA, previously 
generated by PCR in absence of template. This telomeric 
DNA was nicked by incubation with DNasel, combined 
with the whole genome probe, denatured together and 
allowed for pre-annealing for 1S min at 37°C. This was a 
necessary step for in situ suppression of the signal from 
the telomeric sequences of the whole genome probe. 
Other slides were incubated with a telomeric probe 
directly labeled with Cy3 (Cambio). ln case of co-incu­
bation, the whole genome probe was mixed with 30 µl of 
the telomeric probe. The slides were washed in SO% 
formamide/2 x SSC, pH 7, S min, twice and in 2 x 
SSC, pH 7, 3 min, twice at room temperature. The whole 
genome probe was detected with streptavidin-Cy3 (1:200), 
or with avidin-FITC (1:400) in case of simultaneous 
incubation with the telomeric probe. Finally, the nucle­
oids-comets were counterstained with DAPI (2 µg/ml) in 
Vectashield (Vector). 
Fluorescence microscoFv and drgita! image ana/vsis 
Signals were viewed under a DMRB epifluorescence 
microscope (Leica) equipped with a DMRD photoexposer, 
using PL Fluotaz 100x or 40x objectives and appropriate 
fluorescence filters. Images were acquired using a high­
sensitivity CCD camera (LJltrapix 1600, Astrocam) which 
distinguishes over 16,000 grey levels and allows subtraction 
of the cunent dark image and correction for non-unifonn 
sample illumination. Groups of 50 digital images were taken 
for each experimental point in similar conditions, stored in 
the file format of the camera (. apf) and then converted to 
.img files. Each experiment was repeated at least twice. 
lmage analysis was performed using a macro designed with 
Visilog S.l software (Ncesis). This allows for thresholding, 
background subtraction and measures the surface azea (in 
pixels) and mean fluorescence intensity (mean grey level) of 
the signals. 
In dose response studies, the relative increase in the 
migration length and mean fluorescence intensity of the 
fluorescent signal with respect to that of the unitradiated 
sample was plotted as a function of dose. In the case of 
repair studies, the migration length and mean fluorescence 
intensity from unitradiated sample were subtracted from that 
of the irradiated sample. The remaining migration length 
and mean intensity were plotted as a function of repair time. 
Statistical analysis was carried out using Student's t test and 
one and two-way ANOVA (P < O.OS). 
.r.sDNA laheling 
The nucleoids resulted after cell lysis was washed in 
TBE buffer and incubated in 0.9% NaCI for S min and 
then in excess mung bean nuclease reaction buffer (50 
mM Na acetate, 100 mM NaCI, I mM ZnClz, pH S), four 
times, S min each. Then, half of the slide was incubated 
with 2S units of the single-strand specific nuclease mung 
bean nuclease (New Gngland BioLabs, Beverly, IJSA) in 
SO µl of reaction buffer, for 45 min at 37°C, whereas the 
other half was covered with mung bean reaction buffer 
exclusively. The microgel between both halves had been 
scratched earlier After this, the nucleoids were incubated 
in excess exonuclease Ill reaction buffer (0.66 mM 
Mg('Iz, 66 mM Tris HCI, pH R.0), four times, 5 min 
each. Half of the slide, including an area of the microgel 
previously incubated with mung bean nuclease and an 
area only incubated with the mung bean reaction buffer, 
was incubated with 100 units of exonuclease 111 (New 
England BioLabs) in SO µl of reaction buffer, for 30 min 
at 37°C. The rest of the slide was covered by exonucle­
ase III buffer exclusively. Afier a S-min washing in 
excess TBG buffer, the slides were dehydrated in ethanol 
baths and air-dried. The ssDNA generated by the exonu­
clease Ill was detected by hybridiration with the mix of 
the whole genome and telomeric probes, as described. 
This is equivalent to a FISH with an ervymatic denatur­
ation ^28J. 
Rcsults and discussion 
Background DBD-FLS/I siknal and shvctw•e oJ 1TRS 
Intact Chinese hamster cell lines were processed for 
DBD-PISH hybridizing a whole genome probe. The back­
ground signal obtained using very restricted alkaline un­
winding conditions (0.03 M NaOH, 7°C, 2.S min) to 
generate short ssDNA motifs starting from the ends of basal 
DNA breaks and alkali-labile sites is presented in l i^. I. It 
was evident that the DBD-FISH signal was not homoge­
neously distributed within the nucleoid, areas of stronger 
background being clearly visualized. A simultaneous hy­
bridization with a telomeric probe showed that the stronger 
labeled areas with the whole genome probe co-hybridized 
with the telomeric probe, revealing that the alkali generates 
a higher density of ssDNA in the ITRS 1 f ig. 1). This result 
was also obtained when the unwinding step was perfonned 
before the lysis. Moreover, conventional FISH on meta­
phases with the whole genome probe did not result in 
stmnger hybridi7ation regions in the locali•r.ation of the 
ITRS, indicating no preferential hybridization of these 
repetitive sequences. Our observation suggests that the 
ITRS exhibit the highest alkali-sensitivity in the genome 
of Chinese hamster cells. This is an unexpected finding, 
since telomeric sequences are considered to be GC-rich in 
relation to the rest of the genome and are expected not to 
denature easily. In conclusion, it seems likely that there is 
some modification in the native DNA from ITRS that makes 
it very alkali-sensitive. 
The nature of these constitutive alkali-labile sites in ITRS 
was analyzed by an in situ digestion with exonuclease 111 
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Fig. I. Background DBD-PISH signaLs in a Chinese hamster cell after simultaneous hybridization of a whole genome probe (green, left) and a telomeric pmbe 
(red, right) wi[h DAPI countcrstaining (blue). A co-localization of [he backgmund signal frnm ITRS with [hose s[mng areas observed with the whole genome 
probe is evident, demonstrating an extremely alkali-sensitive of ITRS. 
(Fig. 21. This nuclease generates ssDNA motifs from 3' ends 
of DNA breaks. Furthermore, it cleaves abasic sites, apur­
inic and apyrimidinic (AP) sites also producing ssDNA 
stretches from these sites (29J. It is known that the alkali 
also transforms these AP sites into DNA strand breaks, so 
[hey constitute alkali labile-sites ^30,31 ]. The ssDNA gen­
erated after exonuclease III digestion may be detected by 
hybridi7ation with the whole genome probe [28] (Figs. 2a. 
hl. In this case, a clear he[erogenei[y in labeling was not as 
evident, though areas with slightly stronger hybridi^ation 
that co-localired with the telomeric signal were detected. 
This indicates that the AP sites only minimally contribute to 
the alkali-sensitivity of ITRS. 
It has been reported that DNA in chromatin from 
mitotic cells is more sensitive to denaturation than was 
the DNA in chromatin of interphase cells ^32.33]. In situ 
digestion with single-strand-specific nucleases, like Sl and 
mung bean nucleases, demonstrated that this sensitivity 
was related to a higher abundance in mitotic chromosomes 
of shori unpaired DNA segments ^34J. Based on these 
observations, it was hypothesized that the stronger tor­
sional tension in DNA loops of mitotic chromosomes may 
Fig. ?. Deproteinixed Chinese hamster cells in situ digested with exonuclease 111 (a, 6) and with mung bean nuclease before exonuclease III (c, d). The single­
stranded DNA generated by exonuclease III was detected by a simuhaneous hybridi^ation with the whole genome (green; a. c) and tebmeric (red; b, d) probes. 
The sequential mung bean nuclease- exonuclease 111 digestion, results in areas of stronger signal within the nuclmid with Ihe whole genome probe (c) that co­
locali^e with the tebmeric signals (d). This suggests that the ITRS blocks exhibi[ a parliculaz chromatin structure being enriched in short unpaircd DNA 
segments. 
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lead to the formation of a higher frequency of single­
stranded hairpin-loop structures which are sensitive to 
single-strand-specific nucleases. These localized unpaired 
DNA segments are very small to be detectable by acridine 
orange staining or by P'ISH. NeveRheless, they would 
behave as starting points from which the denaturing 
agents would initiate the generation of extensive ssDNA 
tha[ then becomes detectable by these procedures. We 
employed mung bean nuclease to digest very shoR un­
paired DNA stretches present in the nucleoid. Sequential 
incubation with exonuclease I q transforms the 3' -OH 
ends resulted after mung bean nuclease digestion into 
ssDNA motifs that will hybridize the DNA pmbes. Thus, 
the increase in hybridization signal after sequential mung 
bean nuclease exonuclease III compared to exonuclease 
[ll alone will be dependent on the extra ssDNA generated 
by exonuclease I q from the unpaired DNA segments 
removed by mung bean nuclease. This sequential incuba­
tion resulted in azeas of stronger signal wi[hin the nucle­
oid with the whole genome probe that co-localized with 
the telomeric signals (Pigs. 2c, dl, suggesting tha[ the 
ITRS blocks exhibit a particular chromatin structure, being 
enriched in short unpaired DNA segments that could be 
the main reason for their marked alkali-sensitivity. The 
constitution of a highly compacted chromatin structure 
specifically in the long ITRS blocks may result in a 
greater torsional stress that will produce a high density 
of short unpaired DNA segments within. Since ssDNA is 
known to be much more sensitive than double-stranded 
DNA to several types of DNA damage [35.±6J, the higher 
density of unpaired DNA segments could explain the 
relative higher frequency of background DNA damage 
and sensitivity to ionizing radiation in long ITRS blocks. 
Otherwise, the constitution of this specific chromatin 
stntcture could be the main factor that explains why some 
ITRS aze sensitive and some aze not. Possibly, very shoR 
ITRS, either constitutional or those formed after integra­
tion by transfection of small plasmids [19J may not 
achieve a critical size or orientation to be organi•rsd in 
the same way as the specific chromatin structure that may 
confer sensitivity to breakage and recombination. In that 
case, Ihe short ITRS should not be directly responsible for 
chromosomal fragility being inserted within preexisting 
fragile regions [7J. The orientation of the telomeric 
sequence seems to play an essential role in the detemti­
nation of the sensitivity. Thus, there was a dramatic 
increase in gene rearrangements when an 800-bp telomeric 
sequence was inseRed in both orientations in the second 
intron of the APRT gene in Chinese hamster ovary cells, 
whereas the insertion in one orientation or in the other did 
not result in breakage and recombination [ZOJ. Moreover, 
it was demonstrated that a murine ITRS having an 
inverted repeated structwe was radiation-sensitive, where­
as an ITRS with a simple tandem repeat organization was 
not [37J. It is possible that these structures pmmote a 
specific secondary higher-order chromatin organization, 
enriched in short unpaired DNA segrrtents that may confer 
chromosomal fragility. 
Sensitivitv to innizing radiation-induced s.ch and d.eh 
When the nucleoids are electrophoresed under neutral 
conditions, their migration length is related to the dsb yield. 
Then, the comet can be unwound in alkali to transfot^rt lhe 
DNA breaks and alkali-labile sites into restricted ssDNA 
motifs that will hybridi•r.e the DNA probes, obtaining a 
DBD-FISH signal. Thus, the migration length of this signal 
should be related to the ionizing radiation-induced dsb 
yield, whereas the mean fluorescence intensity of the same 
signal would be indicative of the ssb and alkali-labile sites 
[38J. This approach was employed to study the ssb and deb 
initially induced by X-rays within the ITRS and in the whole 
genome. 
To establish a comparison between both targets, three 
points were taken into account. pirst, the seyuence size as 
well as their backgmund signal were yuite different, so only 
relative values of the increase in the DBD-^ISH signal in a 
specific target, with respect to the specific background 
signal from the same target could be used to compare their 
sensitivities [39J. Second since most of the background 
signal in the whole genome was dependent on that from 
ITRS, the dose-response in the whole genome was per­
fotmed using a whole genome probe where the stmng signal 
from ITRS had been pariially suppressed by previous 
incubation with excess unlabeled telomeric DNA sequences 
(Fig. 3). Third, the alkali could genetate a different length of 
m 
Fig. 3. DBD-FISH on neutral comcts fmm Chinese hamster cells. afler 
hybridization nf a whole genome pmbe wilhout ^a) and with ^b) 
suppmssion of the signal fmm the ITRS. 
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ssDNA from a break induced in different targets, and the 
renaturation rate may also be different. To estimate these 
possible differences in unwinding-renatttration rates in the 
ITRS compared to the whole genome, protein-depleted 
nucleoids obtained atler cell lysis were irradiated, electro­
phoresed, unwound and hybridized. Since irradiation is 
performed on practically naked DNA, without differential 
chromatin structures, a random induction of DNA breaks at 
the submicroscopic level may be assumed. So the same 
density of DNA breaks, that is, DNA breaks per unit length, 
should be homogeneously induced in the different targets, 
the linear coefficienLs of the dose response curves reflect­
ing their unwinding-renaturation rates ^39J. The dose 
response curves following irradiation of nucleoids from 
different Chinese hamster cell lines and their coefficients 
are presented in I'ig. 4 and Table 1. No differences were 
evident among the different cell lines, and between ITRS 
blocks and the whole genome, either for the relative increase 
in mean fluorescence intensity, that is, ssb, or for the relative 
increase in migration length, that is, dsb. In consequence, 
itradiation of nucleoids demonstrated that ITRS have a 
similar unwinding-renaturation rate and electrophoretic mo­
bility as DNA sequences from the rest of the genome. It 
means that no correction factor for these parameters is 
necessary in the dose-response signal resulting after 
whole-cell irradiation. 
Next, the dose-response curves for induction of dsb and 
ssb for X-ray-exposed Chinese hamster cell lines were 
Table 1 
Cuefficients of the dose response curves fitted tu linear curves for DNA 
single-strand brcaks (ssb) and DNA double-strand breaks (dsb) 
Nuclrnids Cellline W'G ITRS 
ssb CH09 I?9 ± 0.06 1.22 ± 0.09 
V796 1.34 ± 0.07 1.36 ± 0.10 
XR-Cl DNA PKcs mutant 1.36 ± 0.08 1.31 ± 020 
XR-C2 DNA PKcs mutant 1.23 ± 0.09 1.29 ± O.1R 
CI, V46 Rad51C mutant 1.30 ± 0.04 1.26 ± 0.05 
dsb CH09 0.44 ± 0.04 0.47 ± 0.07 
V79B 0.47 ± 0.03 0.57 ± 0.03 
XR-Cl DNA PKcs mu[ant 0.56 ± 0.06 0.62 ± 0.10 
XR-C2 DNA PKcs mutant 0.50 ± 0.05 0.52 ± 0.08 
CL-V4B Rad51C mutant 0.52 ± 0.03 0.50 ± 0.05 
C'clls­ WG ITRS 
ssb­ CH09 0.029 ± 0.002 4025 ± 0.001 
V79B 0.034 ± 0.002 0.021 ± 0.003 
XR-C'1 DNA PKcs mutant 0.029 ± O,p02 0.026 ± 0.(101 
XR-C2 DNA PKcs mutant 0.027 ± 0.003 0.024 ± 0.003 
Cl.-V48 Rad51C mutant 0.022 ± 0.003 0019 ± 0.004 
dsb­ CH09 0.010 ± 0.002 0.(l05 + O.W I 
V796 0.014 ± 0.002 0.006 ± p.001 
XR-C'1 DNA PKcs mutant 0.008 ± 0.003 0.004 ± 0.001 
XR-C2 DNA PKcs mutant 0.009 ± p,001 0.004 ± 0.001 
CL-V4B Rad51C mutant 0.012 ± 0.002 0.005 ± 0.001 
They were obtained after 'vradiation of nuclrnids or cells fmm difietent 
Chinese hamsler cell lines, processed for DBD-FISH on neutrnl comets, 
analyzing Ihe whole genome ( WG) and the Interstitial Telomeric Repeat 
Sequences IITRS). 
generated (^igs. 5 and 6, Table 1). Again, no differences 
were found among the different cell lines. In relation to ssb, 
the relative increase in mean fluorescence intensity with 
dose for ITRS wa.c similar to that uf the whole genome. So, 
ssb were induced with similar density within ITRS and in 
the whole genome in an intact cell. Neveriheless, in case of 
the relative increase in migration length, ITRS were less 
mobili-r.ed than the whole genome by a factor of 0.5. 
Therefore, the electrophoretic mobili•ration of ITRS blocks 
with radiation-induced dsb in a cell with iL5 native chroma­
tin organization that is half of the whole genome. Never­
theless, since the density of induced ssb was similar in both 
targets, it is not probable that the density of induced dsb 
would be different. Therefore, it seems likely that, fiir a 
same dsb density, the electrophoretic mobilization in the 
comet assay may be different in different DNA seyuence 
areas. This differential mobiliration is difficult to explain 
since it has not been evident when the itradiation had been 
performed on nucleoids. Possibly, it could be related to 
entangling of the ITRS, which would difficult their migra­
tion. ITRS are known to cluster in the interphase nucleus 
forming chromocenter-like structures, which has been pro­
posed as one of the causes for high induction of exchange 
aberrations involving these regions. Whereas ITRS tend to 
clus[er at regions within the interphase nucleus being 
susceptible of entangling, they disperse in the nucleoid. 
Induction of DNA breaks on spread ITRS seyuences would 
increase their relaxation within the nucleoid, so they would 
migrate as free as the genome overall. Nevertheless, in case 
of itradiation of clustered ITRS, possible interactions could 
remain despite lysis, keeping a relative entangling level or 
interactions among them could be generated, for example, 
due to differentially induced crosslinks, thu.c being less free 
to migrate. 
Rejoinink kinetics of ssh and dsb iarluced bv X-rar:c 
Ionizing radiation-induced ssb are rapidly repaired in 
mammalian cells through the base excision repair pathway 
^3llJ. However, dsb pose a serious threat to genome integrity 
since they can be potent inducers of chromosomal aberra­
tions. Dsb repair is accomplished by two main pathways at 
least, HR and NHGJ ^^1 I 44^. HR is mainly mediated by the 
RAD52 epistasis group of genes. It requires an intact 
homologous copy as repair template, ensuring an accurate 
dsb repair ^45J. [n this case, a resected 3' end invades the 
homologous DNA duplex and is extended by DNA poly­
merase. The Rad51 protein catalyzes the strand-exchange 
reaction, interacting directly or indirectly with additional 
proteins, including Rad51 paralogues. Otherwise, NHCJ is 
etror-prone and generally leads to small sequence deletions, 
being probably the main repair pathway of ionizing radia­
tion-induced dsb in mammalian cells. In this pathway, the 
heterodimer Ku protein binds to the DNA ends, juxtapusing 
them and recruiting the DNA-PKcs that phosphorylates 
several target proteins. Pinally, a complex of DNA ligase 
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Fig. 5. Representative DBD-FISH signals on neutral comets obtained aHer itradiatinn with increasing doses of X-rays (Q 15. 25 and 50 Gy, from left to right) in 
the whole genome (green, a), and in the ITRS (red, b), of Chinese hamster cells. 
IV and XRCC4 protein accomplishes the ligation step. The 
rejoining rate of ssb and dsb was evaluated in wild-type cells 
(CH09 and V79B) and DNA-PKcs mutants, lacking normal 
DNA-PKcs activity, XR-C 1 and XR-C2. 71te repair kinetics 
of ssb in the ITRS was similar to that of the whole genome, 
and the absence of DNA-PKcs activity did not affect this as 
expected (Fig. 7). The rejoining rate of dsb, as assessed by 
the relative migration length of the DBD-FISH signal, was 
initially slower in the ITRS than in the whole genome in 
wild-type cells (Fig. 7). Thus, the rejoining rate of dsb may 
not be homogeneous and could be differentially modulated 
by the chromatin sWcture, resulting in intragenomic hetero­
geneity. [n the absence of normal DNA-PKcs activity (i.e., 
mutants XR-C1 and XR-C2), the repair rate of dsb in the 
genome overall appears to be slower in the wild-type cells 
(Fig. 7). Similar observations have been made in scid mouse 
cells with mutant DNA-PKcs [46]. Neveriheless, and sur­
prisingly, the rejoining rate of dsb within ITRS was not 
modified with respect to the control, despite the absence of 
DNA-PKcs function (Fig. 7). Thus, DNA-PKcs activity 
seems not to affect the rejoining rate of dsb present in ITRS. 
This result indicates that the dsb repair pathways operate 
differently in specific regions of the genome, some DNA 
sequences or genomic regions with specific chromatin 
organizations may be targeted by specific DNA repair path­
way(s). Though both NHEJ and HR contribute to dsb repair, 
their relative importance was found to be different between 
organisms and cell types. For example, DNA-PKcs-deficient 
mouse embryonic fibroblasts are radiosensitive, whereas this 
deficiency does not modify the radiosensitivity of mouse ES 
cells [47J. Moreover, contrary to other cell types or cell lines, 
HR seems to be the main pathway for dsb repair in [he DT40 
chicken B-cell line, whereas inactivation of Ku70 dces not 
affect their radiosensitivity. In that case, HR was preferential 
in late S-G2 phase of the cell cycle, while NHEJ played a 
dominant role during Ul-early S phase [4R]. In another 
example, DNA-PKcs mutant mice are hypersensitive to 
ionizing radiation, whereas Rad54-/- mice are not. How­
ever, the double mutant is more radiosensitive than the single 
DNA-PKcs mutan[, confirming the differential and comple­
mentary roles of NHEJ and HR in dsb repair [49J. Never­
theless, the Rad50-Mrel 1 Nbsl complex may play a role 
in both pathways [43J, and both could have overlapping 
roles, possibly one pathway being a back-up mechanism 
when the main one does not function properly [4RJ. In our 
case, the influence of the HR pathway of dsb repair was 
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Fig. 6. Dose-response curves for ssb and dsb in the whole genome (filled symbols) and in the ITRS (empty symbols) obtained by DBD-FISH on neutral 
comets after irtadiazion of Chinese hamster cel] lines. No significant differences were found between ITRS and in the whole grnome for ssb. Neverthelas, the 
relative migration length (dsb) of the ITRS was half to that of the whole grnome. 
assessed using the Rad51C mutant CL-V4B (Fig. 7). 
Rad51C is a common component of distinct Rad51 
paralogue-containing complexes, and these mutant cells are 
slightly, but consistently, sensitive to cell killing by X-rays 
[24]. Thus, this sensitivity has been described both in the 
CL-V4B and in another Rad51C Chinese hamster mutant 
cell line [24,50]. Only a slightly slower initial rejoining tate 
of dsb was found in the Rad51 C mutant for the whole 
genome, but not in the ITRS, suggesting a marginal contri­
bution of the HR to rejoining of ionizing radiation induced 
dsb, as reported by Wang et aL [51]. In consequence, the 
rejoining rate of dsb in ITRS from Chinese hamster cells 
seems not to be markedly modified in mutant cell lines from 
the known NHEJ and HR pathways. This finding relates with 
the fact that mutants for proteins involved in NHEJ, HR, or 
even for both pathways, do not show a completely abolished 
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Fig. 7. Rejoining rate of ssb and dsb in the whole genome (filled symbols) and in the ITRS (empty symbols) obtained by DBD-FISH on neutral comets after 
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slower rejoining rate of dsb than that of the whole grnome. Moreover, this is not significantly modified in the DNA-PKcs or in the Rad51 C mutants. 
dsb repair [52- 55]. This is especially evident immediately depending on the chromatin region. The use of double 
after the exposure, and indicates that unknown related, mutant cell lines for both NHEJ and HR could perhaps help 
redundant, or unrelated dsb repair pathways may be present. discriminate if one dsb repair pathway may be more active in 
Moreover, the possibility of a different contribution of both case of inhibition of the othec Finally, synchmnization of 
dsb repair pathways exists, in case of inhibition of one of cell lines would also improve the evaluation of the relative 
them, and this new contribution could also be different roles of the dsb repair pathways. 
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Conclusiones 
A) Respecto a la señal basal de DBD-FISH en células de ratón: 
1.­ Cuando se realiza la técnica de DBD-FISH hibridando con sonda de ADN 
genómico total, la señal basal es, respecto al tamaño (área), 3 veces mayor en 
los esplenocitos de ratón, en comparación con los leucocitos humanos, en los 
dos protocolos de desnaturalización empleados. 
2.­ El ADN satélite principal es el responsable mayoritario de la señal basal en 
las células de ratón. Esta intensa señal basal del ADN satélite principal 
puede ser debida a la presencia de abundantes lugares lábiles alcalinos 
constitutivos en esta secuencia. 
B) Respecto a la discriminación de ssb y dsb en el ADN mediante DBD-FISH: 
3.­ La técnica DBD-FISH en cometas neutros permite la estima simultánea y 
fácil de las roturas de cadena doble y sencilla en el mismo núcleo, célula a 
célula. 
•­ Las ssb se correlacionan con la intensidad de la señal de DBD-FISH. 
•­ Las dsb se correlacionan con la migración observada en la señal de 
DBD-FISH. 
C) Respecto a la técnica DBD-FISH junto con SCGE en dos dimensiones: 
4.­ La migración del ADNcs tras la segunda electroforesis alcalina 
(Electroforesis neutra-desnaturalización alcalina-90° Electroforesis alcalina), 
se va haciendo progresivamente mayor y más homogénea, moviéndose 
desde la cabeza a la cola del cometa obtenido en la primera electroforesis. 
Debido a las condiciones desnaturalizantes, la longitud de ADNcs aumenta 
con el tiempo y estos tramos de ADNcs tienden a no interactuar entre ellos, 
facilitándose su movilidad. 
5.­ En el caso de la segunda electroforesis neutra (Electroforesis neutra­
desnaturalización alcalina-90° Electroforesis neutra), la migración del 
ADNcs se va haciendo progresivamente menor y más homogénea, 
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moviéndose desde la cabeza a la cola del cometa obtenido en la primera 
electroforesis. En este caso, las condiciones de pH permiten la 
renaturalización parcial del ADNcs generado durante el paso previo de 
desnaturalización. Por lo tanto, bajo estas condiciones, las fragmentos de 
ADNcs se entrelazarían, dando lugar a una menor libertad de migración, que 
se va acentuando según nos acercamos a la cola. 
6.­ Cuando el ADN se moviliza sin ninguna desnaturalización (Electroforesis 
neutra-90° Electroforesis neutra), en su conformación de doble cadena, se 
observa que durante la segunda electroforesis, el ADN de la cabeza del 
cometa inicial no migra. Además, los cometas parecen estar formados por 
fibras de ADN, que tienden a doblarse en ángulos rectos desde un punto 
variable de la cola, reflejando probablemente el lugar dónde se encontraba el 
extremo de la fibra cuando se movió en dirección perpendicular. 
D) Respecto a la estructura de las ITRS el daño inducido por rayos X y su 
reparación, en células de hámster chino: 
7.­ Los bloques de ITRS presentan una elevada sensibilidad a la 
desnaturalización alcalina, que correlaciona con la hipersensibilidad a la 
digestión "in situ" con la nucleasa mung bean. Posiblemente las ITRS 
poseen una estructura cromatínica particular, enriquecida en pequeños 
segmentos de ADN sin emparejar. 
8.­ Tras la exposición a rayos X las ssb y dsb fueron inducidas con densidad 
similar tanto en las ITRS como en el genoma total. 
9.­ La cinética de reparación de las ssb en las ITRS fue similar a la del genoma 
total. La ausencia de actividad ADN-PKcs no afecta a dicha cinética. 
10. Sin embargo, la tasa de reparación de dsb, estudiada por la longitud de 
migración relativa de la señal de DBD-FISH, fue inicialmente más lenta en 
las ITRS que en el genoma total, en las células control. La estructura 
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diferencial de la cromatina podría dar lugar a una heterogeneidad 
intragenómica en la cinética de reparación de las dsb radioinducidas. 
11. En ausencia de actividad­ ADN-PKcs (mutantes XR-Cl y XR-C2), la tasa de 
reparación de dsb en el genoma total aparece más lenta que en las células 
control. Sin embargo, la tasa de reparación de dsb en las ITRS no se 
modificó con respecto al control. De este modo, la actividad ADN-PKcs 
parece no afectar a la cinética de reparación de dsb presentes en las ITRS. 
Este resultado indica que las vías de reparación de dsb pueden operar 
diferencialmente en regiones específicas del genoma. 
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